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1. Einleitung 
 
 
1.1. Einsatz von Membranen in der regenerativen 
Parodontaltherapie 
 
 
1.1.1. Gewebe- und Knochenabbau im Kiefer 
 
Der Rückgang von Gewebe und Knochen im Kiefer ist ein häufig auftretender Prozess 
im menschlichen Körper. Die Ursachen hierfür sind vielfältig. Oftmals sind chronische 
Entzündungsprozesse im Rahmen einer Parodontitis- oder Periimplantitiserkrankung 
ein Grund für Gewebeabbau einschließlich Knochenresorption, genauso wie die 
physiologische Atrophie nach Zahnverlust, oder fehlende funktionelle Belastung der 
Zähne und des Kieferknochens (Ebel 2006). 
Ebenso ist es möglich, dass im Rahmen von Extraktionen, Tumor- oder 
Zystenentfernungen, sowie einer Wurzelspitzenresektion, ausgedehnte 
Knochendefekte entstehen. Schließlich kann im Zusammenhang mit einer 
Implantatversorgung ein zu kleines Knochenvolumen anzutreffen sein, das die 
therapeutische Regeneration von pathogen verlorenem Knochengewebe erfordert. 
Die Regeneration und Neubildung von Knochen und Gewebe bei bestehender 
Knochenresorption oder knöchernen Defekten, sowie die Wiederherstellung der 
verlorengegangenen Strukturen des Zahnhalteapparates sind zentrale Ziele der 
parodontalen und kieferchirurgischen Therapie, besonders im ästhetischen Bereich der 
Frontzähne und Prämolaren im Oberkiefer (Hynes et al. 2000).  
Neben der Möglichkeit, im Rahmen augmentativer- und parodontalchirurgischer 
Eingriffe auf Eigenknochen des Patienten zurückzugreifen, haben sich mittlerweile 
verschiedene Arten von Knochenersatzmaterialien bewährt (Aghaloo und Moy 2007). 
Anders als körpereigener Knochen stehen Knochenersatzmaterialien unbegrenzt zur 
Verfügung. Weitere Vorteile der Knochenersatzmaterialien sind die nicht vorhandene 
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zusätzliche Morbidität im Bereich der Spenderregion (Blutungen, Hämatome oder 
Wundheilungsstörungen an der Entnahmestelle ) einschließlich der Vermeidung von 
Infektionen (Younger und Chapman 1989; Günther et al. 1998; Linhart 2000). Zudem 
birgt Eigenknochen langfristig eine höhere Gefahr der sekundären Resorption des 
Knochens. Bei der regenerativen Therapie von parodontalen Gewebedefekten durch 
die Technik der GTR mit Hilfe von autologen Transplantaten besteht außerdem ein 
spezifisches Risiko von Wurzelresorptionen und Ankylosen (Wehrhan et al. 2008; 
Eickhoff 2005). Knochenersatzmaterialien werden in der Regel in Kombination mit 
sogenannten Barrieremembranen verwendet. Die Membranen können zusätzlich mit 
Wachstumsfaktoren in die Defekte eingebracht werden. 
 
 
1.1.2. GBR und GTR 
 
Seit Beginn der 1980er Jahre wurde das zunächst in tierexperimentellen 
Untersuchungen entwickelte GBR/ GTR-Behandlungsverfahren in der regenerativen 
Parodontaltherapie angewendet (Caffesse et al. 1994). 
Unter GBR (Guided bone regeneration/ gesteuerte Knochenregeneration) versteht 
man Verfahren zum Aufbau des knöchernen Alveolarfortsatzes vor der Insertion von 
enossalen Implantaten. Durch den Einsatz von Membranen soll das schnell 
proliferierende Weichgewebe vom Einwachsen in den zu regenerierenden 
Knochendefekt abgehalten und somit die Knochenneubildung begünstigt werden 
(Donos et al. 2002, Kostopoulus und Karring 1994b).  
Die GTR (Guided tissue regeneration/ gesteuerte Geweberegeneration) beschreibt 
Behandlungskonzepte, welche die Regeneration und Neubildung der Strukturen des 
Zahnhalteapparates, vor allem des parodontalen Ligaments, des dentalen Zements 
und des Alveolarknochens ermöglichen. Sowohl das GTR- als auch das GBR-
Verfahren soll die vollständige therapeutische Wiederherstellung des ursprünglichen 
Zustandes („restitutio ad integrum“) möglich machen (Soheilifar et al. 2014; Karring et 
al. 1980; Nyman et al. 1980). 
 
 
 
Einleitung   
8 
1.1.3. Barrieremembranen  
 
Im Rahmen früherer Studien wurde die Vermutung aufgestellt, dass Art und Qualität 
des späteren Attachments von den Zellen bestimmt werden, die nach 
parodontalchirurgischen Eingriffen als erste die Wurzeloberfläche wiederbesiedeln 
(Melcher und Bowen 1969). Hierbei sollte es sich um Zellen der Wurzelhaut handeln 
(Nyman et al. 1982a; Nyman et al. 1982b). Wird die Wurzeloberfläche stattdessen 
zuerst von gingivalen Bindegewebszellen oder Knochenzellen besiedelt, kann es zur 
Adhäsion zwischen Hart- und Weichgewebe mit Resorptionen und Ankylosen kommen 
(Nyman et al. 1980). Deshalb ist es für eine optimale Wundheilung und parodontal 
ligamentäres Attachment bislang nötig, die um die Besiedelung der 
Zahnwurzeloberfläche konkurrierenden langsam proliferierenden Zellen wie 
Osteoblasten und parodontale Zellen, von schnell proliferierenden Bindegewebs- und 
Epithelzellen zu trennen. Dass mechanische Barrieren in Form von Membranen die 
Trennung der Zellen ermöglichen, konnten erstmals Nyman et al. zeigen (Nyman et al. 
1982a). Durch die Verwendung von Membranen besiedeln multipotente Stammzellen 
der Wurzelhaut postoperativ als erste die Zahnwurzeloberfläche (Gottlow et al. 1984). 
Die gingivalen Bindegewebs- und Epithelzellen werden von der Wurzeloberfläche 
abgehalten wodurch die eher langsam proliferierenden parodontalen Gewebearten, 
wie der Wurzelzement, das Desmodont und der alveoläre Knochen ausreichend Zeit 
haben, neue Gewebestrukturen zu bilden (Karring et al. 1980; Nyman et al 1980). So 
kann eine regenerative Heilung mit vollständiger Restitution des Zahnhalteapparates 
erreicht werden. 
Eine Studie von Karring et al. hat ergeben, dass auch die Neubildung von pathogen 
zerstörtem Wurzelzement ein zentraler Schritt in der Regeneration des Attachments 
ist. Die Untersuchung konnte zeigen, dass an Zähnen, welche ein zwar reduziertes, 
aber gesundes Desmodont besitzen, neues bindegewebiges Attachment gebildet wird. 
Dies wurde auf die koronale Wanderung von desmodontalen Zellen zurückgeführt 
(Karring et al. 1985).  
Eine Studie von Seo et al. belegt, dass das menschliche parodontale Ligament 
multipotente adulte Stammzellen enthält (PDLSCs), welche fähig sind, sich in 
osteoblastäre, (ligament-)fibroblastäre (desmodontale) oder zementoblastäre Richtung 
zu differenzieren (Seo et al. 2004; Park et al. 2011). 
Ohne die gesteuerte Gewebe- und Knochenregeneration resultiert regelmäßig eine 
reparative Wundheilung, was bedeutet, dass es zur Bildung eines in die Tiefe 
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reichenden, langen Saumepithels kommt, welches die physiologische desmodontale 
Verbindung von Knochen und Wurzeloberfläche verhindert (Caton und Nyman 1980). 
Im Jahr 1982 wurde das GTR Verfahren mit Membranen erstmals erfolgreich am 
Menschen durchgeführt. Hierbei wurde eine Membran aus Kunststoff zwischen 
Zahnwurzeloberfläche und Mukoperiostlappen eingesetzt (Dahlin et al. 1988; Nyman et 
al. 1982a).  
Im Rahmen der GBR werden Membranen verwendet, um ein Einwachsen des schnell 
proliferierenden Weichgewebes in den knöchernen Defekt zu verhindern (Lee et al. 
2013, Donos et al. 2002). Zudem ermöglicht der Einsatz von Membranen bei GBR eine 
Knochenneubildung in Arealen, in denen zuvor kein Knochen vorhanden war (Donos et 
al. 2001; Kostopoulus und Karring 1994b). Verschiedene Studien zeigen den 
Heilungserfolg von Knochendefekten durch GBR mittels Membranen (Kostopoulos und 
Karring 1994a, Hämmerle et al. 1995, Matzen et al. 1996, Donos et al. 2002). In einer 
Studie von Kostopoulos und Karring wurde die Knochenregeneration mit 
Barrieremembranen bei Kieferdefekten von Ratten untersucht. Die Defekte wurden auf 
der einen Seite mit resorbierbaren Membranen, auf der kontralateralen Seite ohne 
Membranen abgedeckt. Es wurde festgestellt, dass die Membranen das den 
Knochendefekt umgebende Weichgewebe abgehalten haben. Somit wurde das 
Einwachsen von knochenbildenden Zellen in den Defekt verbessert (Kostopoulos und 
Karring 1994a). Allerdings konnten bei der Untersuchung auch Probleme bei der 
Verwendung der Membranen festgestellt werden. Teilweise war das Einbringen der 
Membran in den Defekt aufgrund der Rigidität der Membranen erschwert oder es kam 
zur Bildung eines kleinen Spalts zwischen Membran und dem den Defekt umgebenden 
Knochen.  
In einer Studie von Donos et al. wurden Knochendefekte im Unterkiefer von Ratten mit 
autologen Knochentransplantaten und Titanimplantaten versorgt. Auf der einen Seite 
wurde das Transplantat mit einer e-PTFE Membran abgedeckt, auf der kontralateralen 
Seite wurde keine Membran verwendet. Nach 180 Tagen war auf der Seite mit 
Membranen der Hohlraum komplett mit Knochen aufgefüllt und das 
Knochentransplantat nicht mehr vom neugebildeten Knochen zu unterscheiden. Auf 
der Kontrollseite dagegen traten Resorptionen sowie eine fehlende Verbindung 
zwischen Knochentransplantat und dem ortsständigen Knochen auf (Donos et al. 
2001). 
Andere Studien zeigen einen geringeren Erfolg bei der Verwendung von Membranen 
im Rahmen der GBR. So ist es möglich, dass Knochendefekte nicht vollständig mit 
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Knochen aufgefüllt werden, weil umgebendes Weichgewebe einen zu großen Druck 
auf die Membran ausübt, was letztlich den Kollaps der Membran in den Defekt 
verursacht (Donos et al. 2001; Zellin et al. 1995). Das Risiko eines Einbruchs der 
Membran kann jedoch durch zusätzliches Einbringen von autogenem Knochen in die 
Defekte reduziert werden (Donos et al. 2001, Dahlin et al. 1991). Lee et al. 
untersuchten die gesteuerte Knochenregeneration unter Verwendung von autogenem 
Knochen mit und ohne Membran an 20 Patienten. Zwischen den beiden 
Versuchsgruppen wurde kein statistisch signifikanter Unterschied in der Verringerung 
der Knochendefekthöhe oder der Knochenregeneration festgestellt (Lee et al. 2013). In 
anderen Studien hat die Verwendung einer Membran die Häufigkeit von 
Wundöffnungen erhöht. Daraus resultierte eine frühzeitige Membranexposition, was 
die Regeneration des periimplantären Gewebes und die Knochenregeneration 
beeinträchtigt hat (Lee et al. 2013, Gotfrendsen et al. 1994, Moses et al. 2005).  
Mittlerweile ist GBR/ GTR mit Membranen als Barriere und Platzhalter zur klinischen 
Standardtherapie bei parodontal- und oralchirurgischen Eingriffen wie dem Setzen von 
Implantaten oder der Behandlung parodontaler Knochendefekte geworden (Buser 
2010; Hynes et al. 2000; Hammerle und Jung 2003).  
Im Rahmen dieser Therapie haben sich verschiedene Arten von Membranen in der 
klinischen Anwendung bewährt. 
 
 
1.2. Membranen in Kombination mit 
Knochenersatzmaterialien und 
Wachstumsfaktoren 
 
 
1.2.1. Knochenersatzmaterialien 
 
Je nach Form und Morphologie des Defekts wird die Membran entweder allein oder in 
Kombination mit Knochenersatzmaterial angewendet, um den Defekt und die Membran 
zu stabilisieren. Man unterscheidet zwischen biologisch gewonnenen und synthetisch 
hergestellten Knochenersatzmaterialien.  
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Zu den biologisch gewonnenen Materialien gehören autogener Knochen (vom selben 
Individuum, z.B. aus der Kinnregion), allogener Knochen (von derselben Spezies, z.B. 
Leichenknochen) und xenogener Knochen (von einer anderen Spezies, z.B. 
Rinderknochen). Bei den synthetisch hergestellten, alloplastischen Materialien, stehen 
Keramiken, Metalle und Polymere zur Verfügung. Auch Verbund- und 
Kompositmaterialien zählen zu den Knochenersatzmaterialien (Smeets und Kolk 
2010). Autogener Knochen ist osteoinduktiv, er enthält eigene undifferenzierte, 
pluripotente Zellen, welche sich zu knochenbildenden Zellen entwickeln und somit die 
Knochenneubildung ermöglichen. Allogene, xenogene und alloplastische 
Knochenersatzmaterialien sind osteokonduktiv, sie fungieren als Leitstruktur um die 
Neogenese des eigenen Knochens zu unterstützen (Albrektsson und Johansson 2001, 
Lee 2016). 
 
 
1.2.2. Wachstumsfaktoren  
 
Neben Membrantechnik und Knochenersatzmaterial sind auch Wachstumsfaktoren bei 
der Wundheilung und Knochenregeneration von Bedeutung und werden entweder 
allein oder in Kombination mit Membranen und/oder Knochenersatzmaterialien 
eingesetzt (Lee et al 2001; Linde und Hedner 1995; Dimitriou et al. 2012). 
Als Wachstumsfaktoren bezeichnet man Signalproteine, die eine Vielzahl 
regulatorischer Funktionen erfüllen und als Botenstoffe zwischen verschiedenen Zellen 
wirken. Einige Faktoren sind hauptsächlich an immunologischen Vorgängen sowie der 
Regulation von Entzündungsprozessen beteiligt und können spezifische Signale in der 
gleichen oder in benachbarten Zellen (autokrin oder parakrin), aber auch systemisch in 
entfernt liegenden Zielzellen (endokrin) auslösen. Andere steuern hauptsächlich 
Wachstumsvorgänge und die Proliferation und Differenzierung von Zellen.  
Wachstumsfaktoren wirken durch Bindung an membranständige Rezeptoren, welche 
durch Konformitätsänderung im Zellinneren eine intrazelluläre Signalkaskade, die 
Freisetzung von Transkriptionsfaktoren und letztlich die Genexpression auslösen 
(Hauser et al. 2012). 
Man unterscheidet Wachstumsfaktoren autogenen, xenogenen und rekombinanten 
Ursprungs. Faktoren autogenen Ursprungs werden aus dem Blut bzw. den 
Thrombozyten des Patienten gewonnen. Xenogenen Ursprungs bedeutet, dass 
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Faktoren aus tierischen Organen oder Geweben gewonnen werden. Unter 
rekombinanten Wachstumsfaktoren versteht man solche, die gentechnisch hergestellt 
werden können. In den Granula vorkommende Wachstumsfaktoren sind z.B. PDGF 
(Platelet-Derived Growth Factor), TGF-1, TGF-2 (Transforming Growth Factor 1; 2), 
IGF-I, IGF-II (Insulin-like Growth Factor I; II), FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF 
(Vascular Epithelial Growth Factor) und EGF (Epidermal Growth Factor) (Christgau et 
al. 2006; Weibric et al. 2002).  
Vor allem PDGF, TGF und IGF sind für die parodontale Regeneration von Bedeutung 
(Okuda et al. 2003). PDGF kann in den Isoformen AA, BB und AB vorliegen. Es fördert 
die Fibroblastenproliferation, Kollagensynthese sowie die Chemotaxis von 
Osteoblasten, Fibroblasten und Monozyten (Kawase et al. 2003). 
Von TGF- gibt es ebenfalls drei Isoformen, TGF-1, TGF-2 und TGF-3. Es 
stimuliert die Kollagensynthese und Regeneration von Knochen und Knorpel sowie die 
Chemotaxis von inflammatorischen Zellen (Kapp und Smola 2006).   
IGF kann in zwei Isoformen als IGF-I und IGF-II vorliegen. Es fördert die Proliferation 
von Osteoblasten sowie die Kollagensynthese.  
Lynch et al. konnten nachweisen, dass eine Kombination von PDGF und IGF-I zu einer 
vermehrten Neubildung von parodontalem Ligament, Zement und Knochen führen 
kann (Lynch et al. 1991). 
bFGF steigert die Proliferation von Zellen mesenchymalen Ursprungs, induziert die 
Differenzierung endothelialer Zellen und stimuliert durch Förderung der Angiogenese 
die Ossifikation von Knorpel. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass bFGF die 
Sekretion des Faktors VEGF erhöht (Hodde et al. 2007; Claffey et al. 2001).  
VEGF kann in den Isoformen VEGF- A bis VEGF- F vorliegen und ist im Rahmen der 
Angiogenese und Knochenregeneration von Bedeutung. 
 
 
1.2.3. Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) 
 
Bei der Verwendung von allogenem Knochen kann entweder mineralisierte oder 
demineralisierte Knochenmatrix eingesetzt werden. Mineralisierte Knochenmatrix wird 
nach ihrer Entnahme zur Entfernung potentiell infektiöser und allergener Bestandteile 
aufbereitet, das mineralisierte Gewebe behält bei diesem Vorgang aber seine 
natürliche Struktur bei (FDBA – Freeze-dried bone allograft). Wird die Knochenmatrix 
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dagegen entfettet, die Knochenmineralien entfernt und die Matrix anschließend 
gefriergetrocknet, spricht man von demineralisierter Knochenmatrix bzw. DFDBA 
(demineralized freeze-dried bone allograft). Durch dieses Vorgehen werden 
Verfügbarkeit und Wirksamkeit der enthaltenen Wachstumsfaktoren gesteigert und 
somit eine höhere osteoinduktive Wirkung ermöglicht (Schwartz et al. 1998).  
Bei diesen Wachstumsfaktoren handelt es sich um knochenmorphogenetische 
Proteine (Bone Morphogenic Proteins), kurz BMPs, die im organischen Anteil  
der Knochenmatrix vorkommen und undifferenzierte mesenchymale Stammzellen im 
perivaskulären Bindegewebe und im Knochen aktivieren (Nogami und Urist 1975, 
Smeets und Kolka 2010). BMPs sind lösliche Wachstumsfaktoren, die eine 
Untergruppe der TGF-β Superfamilie (Transforming Growth Factor Beta) darstellen 
(Wozney 2002)  
und in der Regel an ein geeignetes Trägermaterial wie Kollagen Typ-1 Schwämme 
oder Kalziumphosphat gebunden werden, um einen zu schnellen Abbau zu verhindern 
sowie eine gleichmäßige Freisetzung zu gewährleisten (Govender et al. 2002; Winn et 
al. 1998). Sie sind an der embryonalen Entwicklung von Organen und verschiedener 
Gewebearten wie Knochen und Knorpel, Zellproliferation, Gefäßeinsprossung und 
Apoptose beteiligt (Hogan 1996; Onishi et al.1998). Tierstudien zeigten zudem, dass 
BMPs die Regeneration von Zement, parodontalem Faserapparat und Knochen 
fördern können (Rao et al. 2013; Sigurdsson et al. 1995). In dreidimensionalen 
Pelletkulturen induzieren sie die Differenzierung von Pulpazellen zu Odontoblasten und 
somit die Dentinbildung (Iohara et al. 2004). 
BMPs wurden zunächst aus dem Knochen von Menschen und Tieren entnommen 
(humane BMPs). Nach Aufschlüsselung ihrer Struktur durch Wang et al. wurde es 
möglich, BMPs gentechnisch durch molekulare Klonierung in Zellkulturen herzustellen 
(rekombinante humane BMPs) (Wang et al. 1990).  
Entscheidend für die Wirksamkeit der BMPs ist die Konzentration, in der sie eingesetzt 
werden. Im Rahmen klinischer Studien konnte für BMP-2 eine Konzentration von 1,5 
mg/ml als wirkungsvoll nachgewiesen werden (Govender et al. 2002).  
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1.3. Parodontale Regeneration mit Tissue 
Engineering und Stammzellen 
 
 
Einen weiteren Ansatz zur parodontalen regenerativen Heilung stellen das Tissue 
Engineering und die Stammzellbiologie dar. Unter Tissue Engineering versteht man die 
Förderung der Geweberegeneration und Wiederherstellung des Ursprungszustands 
des Gewebes durch die Verwendung von Stammzellen. Damit die Stammzellen 
proliferieren und sich ausbreiten können, werden sie an ein geeignetes, biokompatibles 
Trägermedium gekoppelt. Zusätzlich werden bioaktive Moleküle wie 
Wachstumsfaktoren eingesetzt, welche die Zelldifferenzierung fördern (Langer und 
Vacanti 1993; Shinoka et al. 1997 Bonassar und Vacanti 1998; Khan et al. 2012). Die 
Zellen werden als dreidimensionales Konstrukt kultiviert und anschließend in den 
Organismus reimplantiert.  
Stammzellen sind Körperzellen, die eine Art Ursprungszelle darstellen und sich in 
nahezu alle Zelltypen und Gewebe der drei Keimblätter differenzieren können. 
Embryonale Stammzellen kommen nur in Embryos vor und sind pluripotent, können 
sich also zu Zellen jeden menschlichen Organs entwickeln. Postnatal dagegen sind im 
Körper adulte Stammzellen vorhanden, sie sind multipotent und können sich nur zu 
Zellen eines einzigen Organs entwickeln (Hynes et al. 2000). Sie dienen in erster Linie 
als Ersatzzellen für durch Gewebeschädigungen verloren gegangene Zellen. Bei 
mesenchymalen Stammzellen handelt es sich um Stammzellen des Bindegewebes, 
welche sich zu Adipozyten, Myozyten, Chondrozyten, Osteoblasten und 
Knochenmarkstromazellen differenzieren können (Pittenger et al. 1999). Sie werden 
hauptsächlich aus dem Knochenmark (BMSSC, bone marrow stromal stem cells), aber 
z.B. auch dem Fettgewebe oder Nabelschnurblut gewonnen. Kawaguchi et al. konnten 
in ihrer Studie zeigen, dass die Transplantation von mesenchymalen Stammzellen aus 
dem Knochenmark in Kombination mit Kollagenträgern bei Hunden zur regenerativen 
Neubildung von Zement, parodontalem Ligament und Alveolarknochen geführt hat 
(Kawaguchi et al. 2004).  
Auch Stammzellen des parodontalen Ligaments sind bei dem Prinzip der zellbasierten 
Geweberegeneration in Kombination mit geeigneten Biomaterialien von großer 
Bedeutung, da sie die Fähigkeit besitzen, in vivo Knochen- und PDL- ähnliche 
Strukturen zu bilden (Docheva et al. 2010). 
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PDL Zellen sind nach ihrem Ursprungsgewebe, dem parodontalen Ligament (PDL), 
bezeichnet. Hierbei handelt es sich um Bindegewebe, welches den Spalt zwischen 
Alveolarknochen und Zahnwurzel ausfüllt. Es setzt sich aus einem faserreichen Anteil 
mit überwiegend kollagenen Fasern und einem zellulären Anteil zusammen. Dieser 
besteht hauptsächlich aus Fibroblasten, welche den Auf- und Abbau der kollagenen 
Fasern regulieren. Zudem finden sich dort Osteo- und Zementoprogenitorzellen, 
Osteoklasten, Osteo- und Zementoblasten, Leukozyten und epitheliale Zellreste (Nanci 
und Bosshardt 2006).  
PDL Zellen zeigen fibroblastenähnliche Eigenschaften, wodurch sie in der Lage sind, 
verschieden Kollagene zu produzieren und weisen zusätzlich Merkmale von 
Osteoblasten auf, was ihnen die Fähigkeit verleiht, für den Knochenaufbau wichtige 
Proteine und Enzyme (Osteonectin, Alkalische Phosphatase) zu sezernieren. Zudem 
konnte in vitro die Differenzierung von Stammzellen aus dem parodontalen Ligament 
zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten nachgewiesen werden (Docheva et al. 
2010; Fujii et al. 2008; Jonsson et al. 2011). Seo et al. gelang es, Stammzellen des 
parodontalen Ligaments aus extrahierten Weisheitszähnen zu gewinnen und zu 
zeigen, dass sie   
nach In- vivo- Transplantation in der Lage sind, Wurzelzement und parodontale Fasern 
zu bilden (Seo et al. 2004). Die parodontalen Stammzellen scheinen demnach fähig, in 
Osteoblasten, Zementoblasten und Fibroblasten zu differenzieren. Auch in 
Tierversuchen wie der Versorgung von infraalveolären 
Defekten bei Schweinen durch PDL Zellen konnte eine verstärkte regenerative Heilung 
dokumentiert werden (Liu et al. 2008). 
Die PDL-hTERT Zelllinie stammt von PDL Zellen ab und wurde durch einen Lentivirus- 
basierten Gentransfer mit der humanen Telomerase Reverse Transkriptase (hTERT) 
gezüchtet. Es handelt sich um immortalisierte Zellen, welche den Primärzellen in ihrer 
Morphologie und Verdopplungszeit ähneln, jedoch eine verlängerte Lebensdauer 
besitzen (Docheva et al. 2010). 
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1.4. Einfluss von Hyaluronsäure auf die 
Angiogenese und Gewebeheilung 
 
 
Hyaluronsäure (HA) ist ein Gykosaminoglykan-Polysaccharid, das aus verknüpften 
Disacchariden aus D-Glucoronsäure und N-Acetyl-D-Glucosamin zusammengesetzt ist 
und ein Molekulargewicht zwischen einigen Kilodalton und 106 Dalton besitzen kann.  
HA wurde 1934 von Meyer und Palmer im Glaskörper von Rinderaugen entdeckt 
(Meyer und Palmer 1934) und kommt in Haut und Gelenken sowie als wesentlicher 
Bestandteil der Extrazellulären Matrix und des Bindegewebes vor, so auch dem 
Bindegewebe der Mundschleimhaut und der Gingiva (Laurent und Fraser 1992; Tammi 
et al. 1990).  
Hyaluronsäure scheint aufgrund ihrer Eigenschaften ein geeignetes Mittel zur 
Behandlung pathologischer Veränderungen des Parodontiums zu sein. Sie reguliert 
den Wasser- und Feuchtigkeitshaushalt der Haut, zeigt eine antiödematöse und 
antiinflammatorische Wirkung und hat als Radikalfänger einen protektiven Effekt. HA 
fördert zudem durch Regulation von Zellteilungsmechanismen, Zellproliferation und 
Migration die Wundheilung und Angiogenese und kann durch Interaktionen mit der 
extrazellulären Matrix die parodontale Integrität wiederherstellen (David-Raoudi et al. 
2008; Laurent et al. 1995; Moseley et al. 2002; Myint et al. 1987; Toole et al. 2002).  
Verschiedene Studien zeigen die entzündungshemmende Wirkung von Hyaluron. So 
konnte bei der Behandlung von plaqueinduzierter Gingivitis durch zusätzlich 
Anwendung von hyaluronsäurehaltigen Gels die vorhandene Plaque und der 
Sulkusblutungsindex reduziert werden (Jentsch et al. 2003; Pistorius et al. 2005).   
Entscheidend für die Wirkung von Hyaluronsäure ist ihre Molekülgröße. Bezüglich der 
Steuerung der Angiogenese durch Hyaluronsäure konnte gezeigt werden, dass 
kleinere Hyaluronsäurefragmente die Proliferation stärker fördern als größere (West 
und Kumar 1989). Niedermolekulares HA, welches als eine Gruppe von HA 
Fragmenten mit einer Größe von 4-25 Disacchariden definiert ist, wirkt pro-angiogen, 
es stimuliert die Endothelzellproliferation, Zellmigration und Neovaskularisation. 
Hochmolekulare Hyaluronsäure dagegen scheint die Zellproliferation und Angiogenese 
zu hemmen, wobei die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen variieren (Gao et al. 
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2010; West und Kumar 1989). Hochmolekulare Hylauronsäure scheint bei der 
Knochenneubildung von Bedeutung zu sein. In künstlich geschaffenen 
Knochendefekten konnte nach Verwendung von hochmolekularer HA eine 
Osteoblastenanreicherung und Knochenregeneration beobachtet werden (Sasaki und 
Watanabe 1995).  
Pirnaza et al. zeigten, dass Hyaluronsäure mit einem hohen Molekulargewicht (1300 
KD) einen bakteriostatischen Effekt auf verschiedene Bakterienspezies, darunter 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis haben. Eine 
bakterizide Wirkung konnte dagegen nicht festgestellt werden (Pirnazar et al. 1999).  
 
 
1.5. Barrieremembranen 
 
 
1.5.1. Anforderungen an Membranen 
 
Um ihre volle Funktionsfähigkeit im Rahmen des GBR/GTR Prinzips ausschöpfen zu 
können, müssen Barrieremembranen verschiedene Grundvoraussetzungen erfüllen 
(Scantlebury 1993). Die wichtigste Anforderung stellt die klinisch nachweisbare 
Biokompatibilität dar, zudem sind eine gute Gewebeintegration, Raum- bzw. 
Platzhalterfunktion, Zellokklusivität und eine möglichst einfache klinische Handhabung 
entscheidende Auswahlkriterien (Soheilifar et al.2014; Dimitriou et al. 2012; 
Scantlebury 1993; Tatakis et al. 1999). Auch Material und Design der Membranen sind 
von Bedeutung. 
 
 
 
Biokompatibilität 
 
Biokompatibilität bedeutet, dass die verwendeten Materialien in Kontakt mit lebendem 
Gewebe keinen negativen Einfluss auf den Stoffwechsel ausüben (Williams 2008). 
Gerade bei implantierten Materialien ist dies von enormer Bedeutung, da sie über 
einen längeren Zeitraum mit den umgebenden Körpergeweben in Kontakt stehen und 
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daher keine Abwehrreaktionen hervorrufen dürfen. Bestimmt wird die Biokompatibilität 
durch Effekte wie Zytotoxizität, Histokompatibilität oder mutagene Wirkung. 
 
 
Gewebeintegration 
  
Gewebeintegration ist eine wichtige Grundlage für eine gute mechanische Stabilität 
des behandelten Knochenareals (Haney et al. 1993). Dabei hängt das Einwachsen des 
umgebenden Gewebes von der chemischen Zusammensetzung, der 
Oberflächenstruktur sowie der Porosität der Membran 
ab. So sollte die Membran porös sein, um eine ausreichende Wundstabilität 
gewährleisten zu können (Claffey et al. 1989). Des Weiteren sollte sie nicht rigide sein, 
sondern eine gewisse Flexibilität aufweisen, um die Adaptation zu erleichtern. 
 
 
Platzhalterfunktion 
 
Es ist wichtig, dass Membranen nach dem Einsetzen eine ausreichende Formstabilität 
aufweisen, um den Hohlraum, in welchem sich das Blutkoagulum bildet, sicher 
aufrecht zu erhalten. Verliert die Membran ihre mechanische Widerstandsfähigkeit, 
geht die für die Regeneration benötigte Raumsicherung verloren (Hardwick et al. 1994; 
Soheilifar et al. 2014). Um solch einem möglichen Zusammenbruch der Membran 
vorzubeugen, kann es notwendig sein, zusätzlich Materialien wie 
Knochentransplantate oder Knochenersatzmaterialien einzusetzen, welche die 
Membran stabilisieren und stützen (Lundgren et al. 1994). 
 
 
Zellokklusivität 
 
Die Verhinderung des Einwachsens von unerwünschten gingivalen Bindegewebezellen 
in den Bereich, in dem die Knochenregeneration stattfindet, ist ein weiteres wichtiges 
Auswahlkriterium für Membranen (Tatakis et al. 1999). Gleichzeitig sollte die 
Barrieremembran aber durchlässig für eine ausreichende Versorgung der Zellen mit 
Nährstoffen und Gefäßen sein (Soheilifar et al. 2014; Scantlebury 1993). 
Einleitung   
19 
Klinische Handhabung 
 
Der Behandler sollte die Membran möglichst schnell und einfach zur benötigten Größe 
und Form verarbeiten und an der gewünschten Stelle einbringen können (Tatakis et al. 
1999). Um sie ideal an die jeweilige Defektmorphologie anzupassen, wird die Membran 
während des Eingriffs in der Regel so zurechtgeschnitten, dass sie den Knochendefekt 
um ca. 2- 3 mm überragt. Zudem sollte die Membran abgerundet werden, um 
scharfkantige Stellen zu vermeiden. Nach der Lappenbildung wird sie 
manschettenartig über den Defekt gelegt, bevor der Lappen wieder adaptiert wird 
(Bornstein et al. 2007). Der Lappen sollte dabei ca. 3 mm koronal über die Membran 
reichen.  
Grundsätzlich sind heute zwei Arten von Membranen im Einsatz. Man unterscheidet 
zwischen den vor allem früher verwendeten nicht-resorbierbaren Membranen und 
resorbierbaren Membranen.  
 
 
1.5.2. Nicht resorbierbare Membranen 
 
Nicht resorbierbare Membranen waren lange Zeit der Goldstandard in der GBR/GTR 
Therapie (Zellin et al. 1995). Die Membranen bestehen aus Polytetraflouretylen, 
welches als e-PTFE (= expandiertes Polytetrafluorethylen, Gore Tex) oder d-PTFE (= 
hochdichtes Polytetrafluorethylen) Verwendung findet. Polytetraflourethylen ist ein 
Polymer aus Fluor und Kunststoff und zeichnet sich durch chemische Beständigkeit, 
eine lange Lebensdauer sowie gute Verträglichkeit aus (Tatakis et al. 1999, Sheikh et 
al. 2014). Expandiertes PTFE entsteht durch eine spezielle Verarbeitungsform des 
Polytetrafluorethylens und führt im Material zu verbesserten Festigkeitseigenschaften. 
Bereits seit den 1970iger Jahren wird Polytetrafluorethylen erfolgreich in der Herz- und 
Gefäßchirurgie verwendet (Hanel et al. 1982) und seit den späten 1980er – und frühen 
1990er- Jahren auch standardmäßig in der Zahnmedizin im Rahmen der GBR/GTR 
Verfahren (Becker et al. 1999; Buser et al. 1999). 
e-PTFE und d-PTFE unterscheiden sich vor allem hinsichtlich ihrer Porosität. e-PTFE 
hat eine Porengröße von 5- 20 μm, wodurch Bakterien mit einer kleineren Porengröße 
das Eindringen in den Defekt ermöglicht wird. Bei d-PTFE Membranen hingegen 
beträgt die Porengröße weniger als 0,3 μm. Durch diese deutlich dichtere Struktur wird 
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die Passage von Bakterien verhindert. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass 
selbst bei freiliegenden d-PTFE Membranen das Risiko für Komplikationen wie 
Infektionen oder Wundheilungsstörungen sehr gering ist. d-PTFE Membranen eignen 
sich demnach besonders bei Eingriffen, bei welchen ein primärer 
Weichgewebsverschluss nicht möglich ist (Liu and Kerns 2014, Bartee 1995, Ghensi et 
al. 2017). 
Verschiedene Studien zeigen den Behandlungserfolg von GBR/GTR mit nicht 
resorbierbaren Membranen (Becker et al. 1992; Dahlin et al. 1990; Simion et al. 1994). 
Dahlin et al. erzeugten an 30 Ratten Knochendefekte im Unterkiefer. In der einen 
Kieferhälfte wurde zum Abdecken des Defektes eine e-PTFE Membran benutzt, die 
andere Kieferseite, auf der keine Membran eingesetzt wurde, diente als Kontrolle. 
Nach 3 Wochen war bei der Hälfte der Ratten auf der Seite mit der Membran die 
Knochenheilung abgeschlossen, nach 6 Wochen auch bei den restlichen Tieren. Auf 
der Kontrollseite ohne Membran konnte dagegen keine oder eine nur geringe 
Knochenregeneration festgestellt werden (Dahlin et al. 1994; Liu and Kerns 2014). 
Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Verwendung von e-PTFE Membranen in 
Knochendefekten bei Versuchen mit Affen erzielt (Dahlin et al. 1990). Allerdings 
konnten Studien auch belegen, dass es während der Einheilungszeit zur Exposition 
der e-PTFE Membran kommen kann, häufig verbunden mit dem frühzeitigen Verlust 
der Membran (Buser 2010, Gielkens et al. 2008). Daraus können Infektionen, 
Wundheilungsstörungen und eine geringere Knochenheilung resultieren (Black et al. 
1994; Simion et al. 1994). Die Freilegung der Membran kann daher auch ihre 
frühzeitige Entfernung erfordern (Selvig et al. 1992). Zudem liegt in der Notwendigkeit 
einer zweiten Operation zur chirurgischen Entfernung der Membranen ein weiterer 
Nachteil. Neben den allgemeinen Risiken einer erneuten OP birgt dies die Gefahr der 
Traumatisierung des neugebildeten Gewebes (Buser 2010). Dass bei d-PTFE 
Membranen hingegen auch bei freiliegender Membranoberfläche eine erfolgreiche 
Behandlung möglich ist, konnte eine Untersuchung von Ghensi et al. zeigen (Ghensi et 
al. 2017). 
In einer Studie von Walters et al. konnte hinsichtlich der vertikalen 
Knochenregeneration und Weichgewebsheilung bei 14 Patienten kein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen e-PTFE und d-PTFE Membranen festgestellt 
werden (Liu und Kerns 2014). 
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1.5.3. Resorbierbare Membranen 
 
Resorbierbare Membranen werden innerhalb weniger Wochen vom Körper resorbiert, 
wodurch kein Zweiteingriff nötig ist und Behandlungszeit sowie Behandlungskosten 
reduziert werden (Zellin et al. 1995; Rakhmatia et al. 2013). Sie verwachsen mit der 
Wundseite (=Unterseite) des Weichgewebelappens und zeigen deshalb deutlich 
seltener eine postoperative Exposition als nicht-resorbierbare Membranen, welche 
nicht vom Weichgewebe integriert werden. In der Folge ist das Regenerationsergebnis 
mit resorbierbaren Membranen oftmals besser (Hämmerle und Jung 2003; Garcia et al. 
2017). Resorbierbare Membranen werden entweder aus natürlichen Biomaterialien von 
Menschen und Tieren oder als synthetische Membranen aus Polymeren hergestellt.  
1.5.3.1. Resorbierbare biologische Membranen 
 
Bei den resorbierbaren biologischen Membranen handelt es sich um Membranen aus 
Kollagen, extrazellulärer Matrix (ECM), azellulärer dermaler Matrix oder sie werden 
synthetisch durch electro-spinning produziert. Das Kollagen stammt entweder von 
Tieren (z.B. Schwein, Rind) oder ist menschlichen Ursprungs (z.B. Dura mater). 
Kollagen ist ein unlösliches Faserprotein mit der Struktur einer Tripelhelix und besitzt 
eine hohe Zugfestigkeit. Es wird vor allem Kollagen Typ-I verwendet, welches der 
Hauptbestandteil parodontaler Gewebe ist, oder eine Kombination aus Typ-I- und Typ-
III Kollagen. Ursprungsgewebe sind Dermis, Sehnengewebe, Perikard und 
Peritoneum. Durch enzymatische Reaktionen wird die Kollagenmembran umgebaut 
und in das parodontale Gewebe eingefügt. Die Resorption von Kollagen wird durch 
Kollagenasen gestartet, welche das Kollagen spalten. Die Bruchstücke denaturieren 
unter Temperatureinwirkung zu Gelatine. Anschließend wird es zu Oligopeptiden und 
natürlichen Aminosäuren abgebaut (Macke 2000). 
Vorteile der Verwendung von Kollagen oder ECM in Membranen sind neben ihrer 
eigentlichen Barrierefunktion der biologische Einfluss auf die Knochenbildung und die 
Chemotaxis für Fibroblasten, was den Heilungsverlauf begünstigen kann (Buser 2010). 
Zudem fördert Kollagen die Migration von Desmodontalzellen und beschleunigt die 
Hämostase (Greenstein und Caton 1993; Rothamel et al. 2004). Auch die leichte 
Handhabung spricht für diese Membranen, sie müssen aufgrund ihrer Biegsamkeit 
nicht vernäht werden und haften durch ihre hydrophoben Eigenschaften gut am sich 
bildenden Fibrinpräzipitat auf der Zahnwurzeloberfläche.  
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Da es allerdings häufig zu früh zur Resorption des Kollagens kommt, wurden 
unterschiedliche Verfahren durchgeführt, die auf chemischer, physikalischer oder 
enzymatischer Ebene die Quervernetzung des Kollagens ermöglichen (Garcia et al. 
2017; Brunel et al. 1996; Quteish und Dolby 1992; Jorge-Herrero et al. 1999). Studien 
konnten zeigen, dass es durch die Quervernetzung mit Hilfe von unterschiedlichen 
Methoden wie zum Beispiel durch Glutaraldehyd (GA), Diphenylphosphorylazid 
(DPPA) oder Ultraviolettbestrahlung ermöglicht wird, die Barrierefunktion der 
Kollagenmembran zu verlängern (Moses et al. 2005; Quteish und Dolby 1992). Die 
Resorption der quervernetzten Kollagenmembran dauert länger als die von nicht 
quervernetzten Membranen (Macke 2000). In einer anderen Studie wurde anhand von 
28 Patienten die Wirkung einer quervernetzten Kollagenmembran in Kombination mit 
bovinem Knochenmineral (DBBM) als Platzhalter mit einer e-PTFE Membran mit 
demselben Knochenersatzmaterial verglichen. Nach vier Wochen war das Ergebnis 
eine sekundäre Heilung der vorzeitig exponierten quervernetzten Kollagenmembran, 
während im exponierten Bereich der e-PTFE Membran keine Heilung stattfand. 
Insgesamt wurde die Knochenregeneration weder in der Test-, noch in der 
Kontrollgruppe durch die Membranexposition beeinträchtigt (Friedmann et al. 2002).  
Allerdings konnten auch Nachteile der quervernetzten Membranen festgestellt werden. 
Durch die Quervernetzung wird zwar die Resorption der Membranen gehemmt, jedoch 
führt die Verlängerung der Standzeit (Resorptionszeit) zu einer Veränderung der 
klinischen Eigenschaften der Membranen, wodurch sie den nicht-resorbierbaren 
Membranen ähnlicher werden. Dementsprechend wird das Regenerationsergebnis 
schlechter und das Risiko der postoperativen Membranexposition nimmt zu. Auch die 
biologischen Effekte der resorbierbaren Membranen nehmen durch die 
Quervernetzung ab (Rothamel et al. 2014).  
So kann es bei dem am häufigsten verwendeten Quervernetzungsverfahren, der 
Verwendung von Glutaraldehyd, zur Bildung zytotoxischer Rückstände kommen 
(Speer et al. 1980; An et al. 2017). In einem Tierversuch zur Untersuchung der 
Knochenregeneration in Defekten der Hundemandibula kam es im Bereich der durch 
quervernetzte Kollagenmembranen abgedeckten Defekte zum Auftreten von 
Dehiszenzen und einer sehr geringen Knochenregeneration (Buser 2010).  
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1.5.3.2. Resorbierbare synthetisch hergestellte Membranen 
 
Neben den resorbierbaren Membranen aus natürlichen Biomaterialien kommen in der 
Parodontaltherapie auch verschiedene synthetische aliphatische Polyester wie 
Polyglykolide (PGAs), Polylaktide (PLAs) und die daraus bestehenden Kopolymere 
zum Einsatz (Gotfredsen et al. 1994; Magnusson et al. 1988). 
Der Vorteil der synthetischen resorbierbaren Membranen liegt in ihrer 
Materialbeschaffenheit, welche es dem Körper ermöglicht, den Stoff abzubauen und zu 
metabolisieren. Beeinflusst wird der Abbau durch Faktoren wie Form und Struktur der 
Polymere, ihre chemische Zusammensetzung oder die Verarbeitungsbedingungen. 
Bei der Verwendung von Polymeren, auch als Nahtmaterial in der Medizin oder als 
Platten- oder Schraubenmaterial in der Chirurgie, konnten allerdings auch 
Fremdkörperreaktionen und Entzündungen festgestellt werden, die zum Teil die 
Entfernung des Materials erzwungen und die Regeneration beeinträchtigt haben 
(Bergsma et al. 1993; Bornstein et al. 2007; Gotfredsen et al. 1994). 
Auch die Folgen einer vorzeitigen Exposition von Polymermembranen wurde 
untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass es bereits kurz nach der 
Exposition zur Resorption der Membran kam. Diese war nach ca. drei- bis vier Wochen 
abgeschlossen. Die Leiter der Studie bewerteten dies zum einen als positiv, da eine 
Spontanheilung mit Gewebeverschluss ermöglicht wird und es infolgedessen zu einer 
kürzeren Expositionszeit von Membran und Wundbereich kommt und ein insgesamt 
geringeres Risiko für eine bakterielle Invasion besteht. Als nachteilig wurde aufgeführt, 
dass die Raumsicherung und die Barrierefunktion der Membran zu früh verloren geht, 
was wiederum die Knochen- und Gewebsregeneration beeinträchtigt  (Bornstein et al. 
2007; Simion et al. 1997). 
 
 
1.5.4. Flüssige Barrieremembranen 
 
Neben den bisher genannten resorbierbaren und nicht resorbierbaren Membranen 
kommen auch Barrierematerialien in fließfähiger Form zum Einsatz. Dabei handelt es 
sich im Wesentlichen um flüssige Polyethylenglykol-(PEG-)Hydrogele. Aus diesem 
Material kann während der Operation eine individuelle Membran angefertigt werden 
und zusammen mit einem Knochentransplantat bzw. Knochenersatzmaterial direkt auf 
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einen Knochendefekt aufgebracht werden. Die gute Biokompatibilität und 
Zellokklusivität der PEG-Hydrogele ist bekannt, weshalb sie neben der Parodontologie 
unter anderem auch in der Gefäßchirurgie verwendet werden (Wallace et al. 2001, 
Dehnavi et al. 2018, Stancu et al. 2014). Herten et al. konnten in ihrer Studie zeigen, 
dass PEG-Membranen in einem Versuch an Ratten eine gute Biokompatibilität und 
Gewebeintegration ermöglichen. In einer anderen Studie wurden bei der Versorgung 
von Knochendefekten an 37 Patienten mit PEG- Hydrogelen die gleichen Erfolge 
erzielt wie mit Kollagenmembranen (Wang et al. 2016, Herten et al. 2009, Jung et 
al.2009).
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2. Ziele der Studie 
 
 
Ziel dieser Studie war es, die Wirkung von fünf verschiedenen Barrieremembranen auf 
die metabolische Aktivität und das Wachstum von humanen parodontalen 
Stammzellen (PDL-hTERT) und humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) zu 
untersuchen. Zusätzlich sollte der Anteil an löslichen, funktionell aktiven biologischen 
Molekülen in den fünf Membranen analysiert und quantifiziert werden. Für quantitative 
Bestimmungen wurden Vergleiche zwischen den Membranen vorgenommen. Bei 
diesen Vergleichen wurde die Nullhypothese angenommen, wonach kein Unterschied 
zwischen den zu vergleichenden Membrantypen besteht (Spinell et al. 2019). 
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3. Material und Methoden 
 
 
3.1. Membranen, Reagenzien, Materialien und 
Geräte 
 
 
Gegenstand der vorliegenden Studie waren fünf verschiedene chirurgische 
Barrieremembranen unterschiedlicher Hersteller, sowie zwei verschiedene Zelllinien, 
die kultiviert und für die Biokompatibilitätsprüfungen genutzt wurden. Nachfolgend 
werden die verwendeten Membranen, Chemikalien, Reagenzien, Materialien und 
Geräte aufgelistet, sowie die Methodik der Versuchsreihen erläutert (Tab. 1-5).  
Untersucht wurden fünf resorbierbare Membranen xenogenen Ursprungs, darunter vier 
Kollagenmembranen sowie eine Membran aus extrazellulärer Matrix (Spinell et al. 
2019). 
Bei den untersuchten Kollagenmembranen handelt es sich um Membranen vom Typ 
BioGide (BG, Geistlich Pharma), diese nicht quervernetzten Membranen stammen aus 
Schweinedermis. BioMend Membranen (BM, Zimmer Biomet) sind über Glutaraldehyd 
quervernetzte Kollagenmembranen und werden aus Schweinedermis gewonnen. 
OsseoGuard Membranen (OG, Zimmer Biomet) sind über Formaldehyd quervernetzte 
Kollagenmembranen und haben ihren Ursprung in der Achillessehne vom Rind. 
OssixPlus Membranen (OX, Datum Dental) sind über Polysaccharide quervernetzte 
Kollagenmembranen und stammen vom Schwein. Bei DynaMatrix Membranen (DM, 
Keystone Dental) handelt es sich um nicht quervernetzte Membranen aus 
extrazellulärer Matrix, welche aus der Lamina propria des Dünndarms (SIS= small 
intestinal submucosa) vom Schwein gewonnen werden. 
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Membran Zusammensetzung Ursprung Gewebe Quervernetzung 
BG Kollagen Typ I Schwein  Haut Nein 
BM Kollagen Typ I+III Rind  Sehne Glutaraldehyd 
DM Extrazelluläre Matrix Schwein Dünndarm- 
Submukosa 
Nein 
OG Kollagen Rind Sehne Formaldehyd 
OX Kollagen Schwein Haut Polysaccharide 
 
Tab. 1: Übersicht über die verwendeten Membranen mit Angabe von Zusammensetzung,  
Ursprung, Gewebe und Quervernetzung (Spinell et al. 2019) 
 
 
Membran Hersteller 
BG Geistlich Pharma AG, Schweiz 
BM Zimmer Biomet, USA 
DM Keystone Dental, USA 
OG Zimmer Biomet, USA 
OX Datum Dental, Israel 
 
Tab. 2: Übersicht über die verwendeten Membranen mit Angabe des Herstellers 
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Chemikalien und Reagenzien Hersteller 
D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) 
Sigma-Aldrich, Deutschland 
D-MEM Serum frei, ohne Phenolrot Sigma-Aldrich, Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth GmbH, Deutschland 
MEM- α (Minimum Essential Medium) Gibco, USA 
PBS (Phosphat Buffered Saline) Gibco, USA 
FBS (Fetal Bovine Serum) Sigma-Aldrich, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin Gibco, USA 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Deutschland 
Trypsin Gibco, USA 
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche Diagnostics, Deutschland 
Hyaluronan Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay Kit 
Echelon, USA 
Human Growth Factor Array Q1 Ray-Biotech, USA 
 
Tab. 3: Übersicht über die verwendeten Chemikalien und Reagenzien mit Angabe des 
 Herstellers 
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Materialien Hersteller 
Zellkulturflasche T-75 Sigma-Aldrich, Deutschland  
Multischale 24-Well Greiner BioOne, Deutschland 
Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml,  
10 ml, 25 ml 
Sarstedt, Deutschland 
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf, Deutschland 
Pipettenspitzen Biozym Biotech, Deutschland 
Reagenzröhren 15 ml, 50 ml Sarstedt, Deutschland 
Reaktionsgefäße Eppendorf, Deutschland 
Stanze mit 13 mm Durchmesser KS Tools, Deutschland 
Schere Hu- Friedy, Deutschland 
Anatomische Pinzetten Hu- Friedy, Deutschland 
Schleifstein Hu- Friedy, Deutschland 
 
Tab. 4: Übersicht über die verwendeten Materialien mit Angabe des Herstellers 
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Geräte Hersteller 
Mikrobiologische Werkbank Holten 
Laminar Airflow 
Thermo Fisher, USA 
Inkubator HERA cell 150i Thermo Fisher, USA 
Mikroskop Axiovert 40 C Zeiss, Deutschland 
Zentrifuge Allegra X-15R Beckmann Coulter, Deutschland 
ELISA Reader Tecan Infinite M200 Tecan Group LTd., Schweiz 
Surescan DNA Microarray Scanner 
(G2505C) 
Agilent, USA 
 
Tab. 5: Übersicht über die verwendeten Geräte mit Angabe der Typenbezeichnung und 
des Herstellers 
 
 
3.2. Zellkultur 
 
 
3.2.1. Zellen 
 
Für die Durchführung der Versuche wurden humane mesenchymale Stammzellen 
(hMSC, Lonza, Schweiz) sowie immortalisierte parodontale Ligamentzellen (PDL-
hTERT) verwendet (Docheva et al. 2010). 
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3.2.2. Kultivierungsbedingungen, Zellkulturmedien und WST-1 
 
Um eine Kontamination mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden, erfolgte die 
Kultivierung der Zellen unter sterilen und aseptischen Bedingungen an einer Sterilbank 
(Holten Malinar Airflow, Thermo Fisher, USA). Die Zellkulturen wurden in feuchter 
Atmosphäre im Brutschrank (HERA cell 150i, Thermo Fisher, USA) bei 37 °C und 5% 
CO2 inkubiert. Für die humanen mesenchymale Stammzellen wurde als Nährmedium 
α-MEM (Gibco, USA, LOT 1651111) verwendet. Um die Proliferation und Adhärenz der 
Zellen zu verbessern, sowie eine Kontamination mit Keimen zu verhindern, wurden zu 
450 ml Zellkulturmedium α-MEM zusätzlich 10% FBS (Gibco, USA, LOT 112M3395) 
und 1% Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) zugegeben. 
Für die Kultivierung der parodontalen Ligamentzellen hTERT wurde als Nährmedium 
DME-Medium (Gibco, Carlsbad, USA, LOT RNBD7614) verwendet. Zur Verbesserung 
von Zellproliferation und Adhärenz wurde zu 450 ml DME-Medium 10% FBS 
zugegeben. 
 
 
3.2.3. Bestimmung der Zellproliferation mit dem WST-1-Test 
 
Das Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) 
dient dem Nachweis der Zellproliferation. Das Probenkit enthält WST-1 und ein 
Elektron bindendes Reagenz, die in sterilem PBS gelöst sind. 
Bei WST1 handelt es sich um ein Tetrazoliumsalz, das nur bei stoffwechselaktiven 
Zellen eine Reaktion auslöst. Die lebenden Zellen ermöglichen dabei eine Spaltung 
des Salzes WST1 durch mitochondriale Succinatdehydrogenasen in Formazan (Abb. 
1). Ein Anstieg der Zellzahl führt zur Steigerung der Enzymaktivität und zu einer 
vermehrten Bildung des Farbstoffes. Die Absorption wird bei einer Wellenlänge von 
450 nm, die Referenzwellenlänge bei 655 nm, durch den ELISA Reader Tecan Infinite 
m200 (Tecan Group Ltd., Schweiz) quantifiziert. 
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Abb. 1: Reaktionsweg des Tetrazoliumsalzes WST-1 zu Formazan. Das Enzym Succinat- 
Tetrazolium-Reduktase (=RS) spaltet das Tetrazolium-Salz WST-1 in einer 
Reduktionsreaktion zum Tetrazolam-(Formazan)- Farbstoff; EC= Elektronenaufnehmer. 
(übernommen aus: Roche Applied Science, Februar 2011)  
 
 
3.2.4. Passagieren, Trypsinieren und Kultivieren der Zellen 
 
Nach lichtmikroskopischer Kontrolle der Bildung eines konfluenten Zellrasens wurden 
die Zellen passagiert, um ein weiteres Wachstum anzuregen.  
Die Passagierung erfolgte entsprechend dem nachfolgendem Schema  
(Tab. 6): Das Nährmedium wurde mit einer sterilen Pasteurpipette (Sarstedt, 
Deutschland) aus den verwendeten Zellkulturflaschen (T75) abgesaugt und die Zellen 
in zwei Durchgängen mit je 3 ml PBS gewaschen. Im nächsten Schritt wurden 2 ml 
Trypsin zugesetzt und die Lösung für 5 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert, um die 
Zellkontakte zu lösen und die Zellen zu dissoziieren. Dann wurde der Zellrasen 
abgeklopft und die Trypsinaktivität durch Hinzufügen von 4 ml Medium gestoppt. Von 
dem Gemisch aus Medium und Trypsin wurden 6 ml in ein 25 ml Reaktionsgefäß 
überführt und für 5 min zur Sedimentierung der Zellen bei 1.200 U/min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgesaugt, die Trypsinreste dadurch entfernt und die Zellen in 
neuen T75 Zellkulturflaschen, welche 10 ml frisches Medium enthielten, rekultiviert. 
Um für die Zellen ideale Lebensbedingungen zu gewährleisten und eine Kontamination 
mit Pilzen, Bakterien oder Hefezellen ausschließen zu können, wurde das 
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Nährmedium zwei- bis dreimal pro Woche gewechselt und die Aussaat unter dem 
Mikroskop betrachtet. 
 
 
Nummer Arbeitsschritt 
1 Absaugen des Nährmediums 
2 Zweimaliges Waschen der Zellen mit 3 ml PBS 
3 Lösen der Zellkontakte durch Zugabe von 2 ml Trypsin 
4 Inkubation für 5 min bei 37°C im CO2 Inkubator 
5 Inhibieren des Trypsins durch Zugabe von 4 ml Nährmedium 
6 Überführen in 25 ml Reaktionsgefäß 
7 Sedimentieren der Zellen durch Zentrifugation bei 1.200 U/min 
8 Absaugen des Überstands und Rekultivierung der Zellen 
9 Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblau und modifizierter 
Neubauer- Zählkammer 
 
Tab. 6: Protokoll zur Passagierung der Zellen 
 
 
3.2.5. Bestimmung der Zellzahl 
 
Um vor jedem Versuchsansatz die Zellzahl zu bestimmen und lebende Zellen von 
toten Zellen unterscheiden zu können, wurden 100 µl der Zellsuspension mit 20 µl 
Trypanblau gemischt und die Anzahl der Zellen pro ml mit Hilfe einer Neubauer-
Zählkammer samt Deckglas ermittelt (Abb. 2). Die Zell-Trypan- Lösung wurde in die 
vier Felder der Zählkammer eingebracht, jeweils die Anzahl der lebenden Zellen pro 
Feld bestimmt und der Mittelwert gebildet (Abb. 3). Durch anschließendes 
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Multiplizieren mit dem Verdünnungsfaktor 1,66 und 1x 104 konnte die Anzahl der Zellen 
pro Milliliter bestimmt werden. 
 
 
    
 
Abb. 2: Modifizierte Neubauer Zählkammer zur Bestimmung der Zellzahl; die Platte besteht  
aus zwei breiten Außenfeldern und drei schmalen Innenfeldern. Im mittleren Innenfeld  
befindet sich der Mittelsteg, in diesen sind zwei Zählnetze eingraviert (übernommen aus  
P+W Medizintechnik, 2012). 
 
 
 
   
 
Abb. 3: Aufbau des Zählfeldes; das Zählnetz besteht aus neun großen Quadraten mit je 1mm 
Seitenlänge. Die vier in den Ecken liegenden Großquadrate bestehen aus je 16 
Quadraten mit 0,25 mm Seitenlänge. Das mittige Großquadrat besteht aus 25 
Gruppenquadraten mit je 0,2mm Seitenlänge. Die Gruppenquadrate wiederum 
bestehen aus 16 Kleinstquadraten mit je 0,05 mm Seitenlänge (Baussmerth 2014).  
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3.2.6. Lagerung von Zellen 
 
Vorübergehend nicht mehr benötigte Zellen wurden zur Lagerung für spätere 
Experimente eingefroren und in flüssigem Stickstoff bei -180°C aufbewahrt. Hierfür 
wurde das Medium entfernt, zweimal mit PBS gewaschen, 2 ml Trypsin dazugegeben 
und die Zellkulturflaschen für 5 min im Brutschrank inkubiert. Nach Abklopfen der 
Zellen wurde durch die Zugabe von 4 ml Medium die Trypsinaktivität gestoppt und das 
Zell-Trypsin-Gemisch in ein 25 ml Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (300 x g, 
8 Min). Nach Absaugen des Überstands wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen in 
10 ml frisches Medium gegeben. Dann wurde die gewünschte Anzahl von Zellen in ein 
davor berechnetes Volumen Einfriermedium in Kryoröhrchen pipettiert. Zur 
Konservierung wurde hierfür ein Einfriermedium aus 90 % FBS (Sigma-Aldrich, 
Deutschland) und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth GmbH, Deutschland) 
hergestellt. Die Röhrchen wurden verschlossen, über Nacht bei  
-80 °C tiefgefroren und anschließend in den Stickstofftank überführt.  
 
 
3.2.7. Auftauen von Zellen 
 
Um Zellen aufzutauen, wurden die eingefrorenen Kryoröhrchen in einem Wasserbad 
bei 37 °C erwärmt und die enthaltene Zellsuspension in ein mit frischem Medium 
gefülltes 50 ml Falcon-Röhrchen pipettiert. Nach dem Zentrifugieren konnte der 
Überstand abgesaugt und die Zellen in eine Medium enthaltene Zellkulturflasche 
eingebracht werden. 
 
 
3.2.8. Vorbereitung und Anordnung der Membranen 
 
Für die Versuchsdurchführung wurden die Membranen entsprechend dem 
nachfolgenden Schema vorbereitet. Die Membranen wurden unter sterilen 
Bedingungen ausgepackt und einzeln mit Pinzetten entnommen. Auf einem sterilen 
Schleifstein wurden sie unter zu Hilfenahme einer Stanze mit einem Durchmesser von 
13 mm sowie einer Schere in eine runde Form gebracht. Anschließend wurden sie mit 
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Pinzetten in die entsprechenden Wells überführt. In den Versuchen wurden 24- 
Wellplatten verwendet. Von jedem der fünf untersuchten Membrantypen wurden 
jeweils vier Proben analysiert (n= 4). Die Anordnung der Membranen in den Wells 
erfolgte bei jedem Versuch entsprechend der Darstellung in Tabelle 7. 
 
 
BG BM DM OG OX +CTR 
BG BM DM OG OX +CTR 
BG BM DM OG OX +CTR 
BG BM DM OG OX +CTR 
 
Tab. 7: Membrananordnung in allen Versuchen. In den 24-Wellplatten befinden sich in der 
ersten Spalte je vier BioGide Membranen, in der zweiten Spalte je vier BioMend Membranen, in 
der dritten Spalte je vier DynaMatrix Membranen, in der vierten Spalte je vier OsseoGuard 
Membranen, in der fünften Spalte je vier OssixPlus Membranen und in der sechsten Spalte je 
vier Positivkontrollen. 
 
 
 
 
 
3.3. Vorversuche 
 
 
Im Rahmen von Vorversuchen wurden für PDL-hTERT Zellen und hMSC-Zellen unter 
Verwendung des Reagenz WST1 Wachstumskurven erstellt. Ziel der Vorversuche war, 
anhand der ermittelten Wachstumskurven den Zeitraum zu bestimmen, in dem sich die 
Zellen eindeutig im Wachstum befinden. Dieser Zeitraum wurde in den 
Hauptversuchen gewählt, um die Zytotoxizität der Membranen auf humane Zellen zu 
untersuchen.  
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3.3.1. Wachstumskurve PDL-hTERT 
 
Das Wachstum der PDL-hTERT Zellen sollte über einen Zeitraum von 12 Tagen 
bestimmt werden. Parodontale Ligamentzellen wurden hierfür über einen Zeitraum von 
sieben Tagen kultiviert, um eine ausreichende Zellzahl zu erreichen. Einen Tag vor 
Versuchsbeginn wurde die Konfluenz der Zellen mikroskopisch beurteilt, welche bei 
70-80% liegen sollte, da eine vollständige Bedeckung der Fläche zu einer 
gegenseitigen Behinderung der Stoffwechselvorgänge und des Wachstums der Zellen 
führen könnte. Als die gewünschte Konfluenz erreicht war, wurden die PDL-hTERT-
Zellen in der 33. Passage entsprechend des Schemas der Passagierung gelöst. Nach 
Absaugen des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS, wurde Trypsin in die 
Zellkulturflasche gegeben, fünf Minuten im Brutschrank inkubiert, durch Zugabe von 
Medium die Zellablösung gestoppt und die Zellen ausgezählt. Anschließend wurden 
jeweils 500 µl Zellsuspension, je ca. 10.000 Zellen enthaltend, auf 26 Wells von zwei 
24- Wellplatten aufgeteilt. In einem Abstand von 24 Stunden wurden jeweils 50 µl 
WST1 zu zwei Wells mit Zellsuspension hinzu pipettiert. Nach anschließender 
einstündiger Inkubation der Wellplatten bei 37°C im Brutschrank erfolgte die Messung 
der Absorption mit Hilfe eines ELISA- Readers (Tecan Group LTd., Schweiz). Aus 
Messwert und Referenzwert wurde die Differenz ermittelt und anschließend aus den 
zwei Differenzwerten der Mittelwert berechnet. Das Medium in den Wells wurde in 
einem Abstand von drei bis vier Tagen gewechselt. Das Wachstum der PDL-hTERT 
Zellen ist in Abbildung 6 dargestellt. 
 
3.3.2. Wachstumskurve hMSC 
 
Auch für die humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) wurde in Vorversuchen 
zunächst eine Wachstumskurve erstellt. Das Wachstum wurde unter Verwendung von 
WST1 über einen Zeitraum von 14 Tagen ermittelt. Hierfür wurden die hMSC Zellen 
zunächst für zwei Wochen kultiviert und nach mikroskopischer Beurteilung ihrer 
Konfluenz in der 5. Passage gelöst. Dies erfolgte nach dem bereits zuvor 
beschriebenen Schema durch Absaugen des Mediums, Waschen mit PBS, 
Trypsinierung, Inkubation und Abbruch der Zelllösung durch Zugabe von Medium. Die 
Zellen wurden ausgezählt und jeweils 500 µl der Zellsuspension, welche je ca. 12.000 
Zellen enthielten, in 30 Wells gegeben. In einem Zeitabstand von 24 Stunden wurden 
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jeweils 50 µl WST1 zu zwei Wells mit Zellsuspension hinzu pipettiert. Die Wells wurden 
nachfolgend für eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Dann erfolgte mittels 
ELISA die Messung der Absorption. Aus den beiden Messwerten wurde der Mittelwert 
bestimmt. Der Mediumwechsel in den Wells erfolgte in einem Abstand von drei bis vier 
Tagen. Das Wachstum der hMSC Zellen ist in Abbildung 7 dargestellt.  
 
 
3.4. Hauptversuche 
 
 
3.4.1. Untersuchung der Zytotoxizität von Membranen auf hMSC 
Zellen 
 
Es wurde ein Versuch zur Untersuchung der Zytotoxizität von Membranen auf humane 
mesenchymale Stammzellen durchgeführt. Zusätzlich sollte geprüft werden, inwieweit 
sich ein vorheriges Waschen der Membranen im Vergleich zu ungewaschenen 
Membranen auf die Zellproliferation auswirkt und ob die Zellen vermehrt in den 
Plattenwells oder an den Membranen haftend nachgewiesen werden können. Das von 
gewaschenen Membranen gewonnene Eluat wurde des Weiteren in der Zellkultur 
getrennt von den Membranen auf Zytotoxizität getestet. Im Folgenden werden 
zunächst die verschiedenen Kultivierungsbedingungen der Zellen sowie der genaue 
Versuchsablauf erläutert. Die Anordnung der Membranen und Positivkontrollen erfolgte 
jeweils entsprechend der Darstellung in Kapitel 3.2.8. (Tabelle 7). 
 
 
3.4.1.1. Kultivierung der hMSC Zellen an ungewaschenen und 
  gewaschenen Membranen 
 
Für die Kultivierung der hMSC Zellen an ungewaschenen Membranen wurden von 
jedem Membrantyp jeweils vier Membranproben (n=4) vorbereitet und ungewaschen in 
eine 24-Wellplatte gegeben. 
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Für die Kultivierung der hMSC Zellen an gewaschenen Membranen wurden zunächst 
von jedem Membrantyp je acht Membranproben (n=8) nach oben beschriebenem 
Vorgehen vorbereitet und drei Tage in je 700 µl Medium (α-MEM, FBS, PenStrep) 
gewaschen. Anschließend wurden die gewaschenen Membranen in zwei Gruppen 
aufgeteilt und je 4 Stück jeder Membran mit Pinzetten in zwei 24-Wellplatten überführt. 
Nachfolgend wurden hMSC Zellen nach dem zuvor beschriebenen Vorgehen gelöst 
und ausgezählt. Es wurden 400 µl Zellsuspension, welche je 10.000 Zellen enthielten, 
zu den ungewaschenen und den gewaschenen Membranen zugegeben. Auch in die 
Wells der Positivkontrollen der Platten wurden je 400 µl Zellsuspension hinzugefügt. 
Die Platten wurden nachfolgend bei 37°C im CO2 Brutschrank inkubiert. 
Nach 24 Stunden erfolgte der erste Mediumwechsel in allen Wells. Es wurden 300 µl 
des Mediums mit einer Pipette entfernt und durch 300 µl frisches Nährmedium ersetzt. 
Nach weiteren vier Tagen wurde das Medium erneut gewechselt. 200 µl des Mediums 
wurden entfernt und durch 200 µl frisches Medium ersetzt. 
7 Tage nach Beginn der Zellkultivierung erfolgte die Bestimmung des Zellwachstums 
an den ungewaschenen und gewaschenen Membranen. Hierfür wurden drei neue 
Platten vorbereitet und jeweils 500 µl Medium sowie 50 µl WST1 in 20 Wells jeder 
Platte pipettiert. Dann wurden die Membranproben mit Pinzetten aus den Platten 
entnommen und in die entsprechenden Wells der neuen Platten überführt. Diese 
Platten dienten der Bestimmung des Zellwachstums an den Membranen selbst. 
Aus den Platten, aus denen die Membranen entnommen wurden, wurde die 
Zellsuspension abgesaugt und ebenfalls 500 µl Medium und 50 µl WST1 
dazugegeben. Diese drei Platten dienten der Bestimmung des Zellwachstums in den 
Plattenwells. Die 6 Platten wurden jeweils bei 37°C für eine Stunde inkubiert und 
anschließend die Absorption gemessen (Spinell et al. 2019). 
 
 
3.4.1.2. Kultivierung der hMSC Zellen im Eluat der gewaschenen 
Membranen und ohne Membranen 
 
In einem weiteren Versuchsschritt wurde die Zellproliferation der hMSC Zellen im Eluat 
der gewaschenen Membranen untersucht. Hierfür wurde das Eluat der acht 
gewaschenen Membranproben (n=8) einzeln mit einer Pipette aus den Wells 
aufgenommen und in die entsprechenden Wells von zwei 24-Wellplatten überführt. 
Zusätzlich wurden hMSC Zellen ohne Membranen (= Kontrollen) in einer 24-Wellplatte 
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kultiviert.  
Nachfolgend wurden hMSC Zellen nach dem zuvor beschriebenen Vorgehen gelöst 
und ausgezählt. 400 µl Zellsuspension, welche je 10.000 Zellen enthielten, wurden zu 
dem Eluat der gewaschenen Membranen sowie in die Platte ohne Membranen 
zugegeben. Die Platten wurden anschließend bei 37°C im CO2 Brutschrank inkubiert. 
Nach 24 Stunden erfolgte der erste Mediumwechsel. In eine der beiden Platten mit 
Wascheluat wurde in jedes Well 100 µl frisches Medium pippetiert. Bei der Platte, 
welche ausschließlich Zellsuspension enthielt wurde in den vier Kontrollwells das alte 
Medium entfernt und 500 µl frisches Medium zugegeben. In den anderen 20 Wells 
dieser Platte wurde die Zellsuspension abgesaugt und das Wascheluat aus der 
zweiten Platte aufpipettiert und in die Wells überführt.  
Nach weiteren vier Tagen wurde das Medium erneut gewechselt. Bei der Platte  
zur Kultivierung von hMSCs im Wascheluat aus der ersten Platte wurde der  
Inhalt der 24 Wells abgesaugt und danach 500 µl frisches Medium sowie 50 µl  
WST dazugegeben. Dann wurde die Platte für 60 Minuten bei 37°C im  
Brutschrank inkubiert, anschließend erfolgte mit dem ELISA- Reader die  
Messung der Absorption. 
Das gleiche Vorgehen wurde nach weiteren 24 Stunden für die zweite Platte mit 
Wascheluat gewählt. Die Zellsuspension wurde entfernt und zunächst 500 µl frisches 
Nährmedium, danach 50 µl WST1 dazugegeben. Nach einstündiger 
Inkubation wurde die Absorption ermittelt. 
 
 
3.4.1.3. Vergleich des Zellwachstums von nicht adhärenten und 
adhärenten hMSC- Zellen im Eluat von gewaschenen 
Membranen 
 
In einem weiteren Versuchsschritt sollte das von gewaschenen Membranen 
gewonnene Eluat in der Zellkultur getrennt von den Membranen auf Zytotoxizität 
getestet werden. Ziel war es, das Zellwachstum von nicht adhärenten sowie von 
adhärenten humanen mesenchymalen Stammzellen im Eluat der verschiedenen 
Membranen zu ermitteln und miteinander, sowie mit dem Kontrollwachstum, zu 
vergleichen.  
Von jeder Membran wurden acht Proben (n=8) nach dem in Kapitel 3.2.8. (Tabelle 7) 
beschriebenen Vorgehen vorbereitet und je vier Stück jeder Membran auf zwei 24-
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Wellplatten aufgeteilt. Anschließend wurden die Membranen mit 400 µl Medium 
gewaschen. Nach 72 Stunden wurden die Membranen aus den Platten entfernt, das 
Eluat der Membranen wurde in den Wells belassen. 
Es wurde eine 24-Wellplatte vorbereitet, welche der Bestimmung des Zellwachstums 
im Eluat von nicht adhärenten Zellen diente. Hierfür wurden jeweils 100 µl 
Zellsuspension welche 12000 Zellen enthielten und 400 µl Eluat in 20 Wells der Platte 
gegeben. 
In eine weitere Platte, welche der Bestimmung des Zellwachstums im Eluat der 
adhärenten Zellen diente, wurden 100 µl Zellsuspension, welche 12000 Zellen 
enthielten und 400 µl Medium gegeben. Nach 24 Stunden und somit Adhärenz der 
Zellen wurde das Medium entfernt und 400 µl Eluat sowie 100 µl Medium pro Well 
hinzugegeben. Der Mediumwechsel in den Platten erfolgte nach drei Tagen.  
Nach sieben Tagen wurden 500 µl Medium sowie 50 µl WST1 in die Wells gegeben. 
Die beiden Platten wurden jeweils bei 37°C für eine Stunde inkubiert und anschließend 
die Absorption gemessen (Spinell et al. 2019). 
 
3.4.2. Untersuchung der Zytotoxizität der Membranen auf PDL-hTERT 
Zellen 
 
Ein weiterer Versuch diente der Untersuchung der Zytotoxizität von Membranen auf 
parodontale ligamentäre Stammzellen. Hierbei sollte festgestellt werden, ob ein 
vorheriges Waschen der Membranen im Vergleich zu ungewaschenen Membranen 
Auswirkungen auf die Proliferation der Zellen hat und ob PDL-hTERT Zellen vermehrt 
in den Plattenwells oder an den Membranen haftend nachgewiesen werden können. 
Im Folgenden werden zunächst die verschiedenen Kultivierungsbedingungen der 
Zellen in den Wellplatten sowie der genaue Versuchsablauf erläutert. Die Anordnung 
der Membranen und Positivkontrollen erfolgte jeweils entsprechend der Darstellung in 
Kapitel 3.2.8. (Tabelle 7).  
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3.4.2.1. Kultivierung der PDL-hTERT Zellen an ungewaschenen und 
gewaschenen Membranen 
 
Für die Kultivierung der PDL-hTERT Zellen an ungewaschenen und gewaschenen 
Membranen wurden zunächst von jedem Membrantyp je 12 Membranproben (n=12) 
nach oben beschriebenem Vorgehen vorbereitet und auf drei 24-Wellplatten verteilt. 
Die Membranen in zwei der Platten wurden nachfolgend für drei Tage mit 700 µl 
Medium bedeckt. Sie repräsentieren die gewaschenen Membranen. Zu den 
Membranen der dritten Wellplatte wurde kein Medium zugegeben. Sie repräsentieren 
die ungewaschenen Membranen. 
Nach drei Tagen wurden die PDL-hTERT Zellen nach oben beschriebenem Vorgehen 
gelöst, ausgezählt und jeweils 700 µl Zellsuspension, welche je 12.000 Zellen 
enthielten, in die Wells mit den gewaschenen und ungewaschenen Membranen sowie 
in die Wells der Positivkontrollen zugegeben. Die Platten wurden bei 37°C inkubiert. 
Nach einem und nach drei Tagen wurden in den Wells 300 µl Medium abpipettiert und 
300 µl frisches Medium hinzugefügt.  
 
 
3.4.2.2. Bestimmung des Zellwachstums an den Membranen 
 
Nach sieben Tagen erfolgte die Bestimmung des Zellwachstums an den Membranen. 
Hierfür wurden drei 24-Wellplatten vorbereitet und jeweils 300 µl Medium und 30 µl 
WST 1 in 20 Wells jeder Platte zugegeben. In die entsprechenden Wells von zwei 
dieser Platten wurden die gewaschenen Membranen überführt, in eine Platte die 
ungewaschenen Membranen. Anschließend erfolgte die Inkubation der drei Platten für 
60 Minuten bei 37°C im Brutschrank und nachfolgend die Bestimmung der Absorption 
im microplate reader (Tecan Infinite M200, Tecan Group LTd., Schweiz). 
 
 
3.4.2.3. Bestimmung des Zellwachstums im Well 
 
Für die Bestimmung des Zellwachstums im Well wurde das Eluat aus den Platten 
abgesaugt und 300 µl frisches Medium sowie 30 µl WST1 zugegeben. 
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Die Platten wurden nachfolgend ebenfalls für 60 Minuten inkubiert und danach die 
Absorption ermittelt. 
 
 
3.5. Quantitativer Nachweis von Hyaluronsäure in 
den Barrieremembran 
 
 
3.5.1. ELISA zum quantitativen Nachweis von Hyaluronsäure 
 
Der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ist ein System, das der quantitativen 
Konzentrationsbestimmung von Hormonen, Proteinen, Viren und Antikörpern in 
Zellkulturen und Körperflüssigkeiten dient. Es handelt es sich um ein Antigen-
Antikörper-Nachweisverfahren, welches zu den enzymatischen 
Immunabsorptionsverfahren zählt. Es basiert auf einer enzymatischen Farbreaktion. 
Diese kann photometrisch mit einer chromogenen Substanz (= Farbstoffsubstrat) 
ausgewertet werden.  
Das Prinzip des ELISA macht sich die Eigenschaft von spezifischen Antikörpern zu 
Nutze, an die nachzuweisenden Stoffe (Antigene) zu binden. Ein Antikörper, der gegen 
eine zu untersuchende Hyaluronsäure gerichtet ist, wird auf dem Boden einer 96-Well 
Mikrotiter-Platte gebunden. Wenn die Probe die gesuchte Hyaluronsäure enthält, bildet 
sich ein Komplex aus Antikörper und Antigen. Die Platten werden gewaschen, um nicht 
gebundene Bestandteile zu entfernen. Dann wird ein zweiter, gegen die Hyaluronsäure 
gerichteter Antikörper (= Detektionsantikörper) zugefügt. Dieser Antikörper wird vorher 
mit einem Enzym (= Rezeptorenzym) gekoppelt. Die Reaktion, die durch das Enzym 
katalysiert wird, dient als Nachweis für das Vorhandensein des Antigens. Das Enzym 
aktiviert durch Spaltung einen Farbstoff. Durch die Messung der Absorption kann 
anschließend die gesuchte Hyaluronsäure quantifiziert werden (Abb. 4). Die 
Enzymaktivität ist proportional zur Menge des gebundenen Zielmoleküls, was 
bedeutet, dass die Farbintensität mit der Konzentration des zu bestimmenden Antigens 
steigt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit Hilfe einer durch eine 
Verdünnungsreihe mit bekannten Proteinkonzentrationen erstellten Standardkurve. Als 
Rezeptorenzyme werden häufig die Meerrettichperoxidase (HRP), die alkalische 
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Phosphatase (AP) oder die Glucoseoxidase (GOX) verwendet. Bei der Peroxidase wird 
in der Regel o-Phenylendiamin (oPD) als Farbstoffsubstrat (= Chromogen) verwendet, 
bei der alkalischen Phosphatase p-Nitrophenylphosphat (pNPP). 
 
 
 
 
Abb. 4: Funktionsprinzip des ELISAs zum Nachweis von Hyaluronsäure. Ein Antikörper, der 
gegen die gesuchte Hyaluronsäure gerichtet ist, wird am Boden der Mikrotiter-Platte gebunden. 
Die Hyaluronsäure (=Antigen) wird vom Antikörper gebunden. Es bildet sich ein Komplex aus 
Antikörper und Antigen. Ein zweiter gegen die Hyaluronsäure gerichteter Antikörper 
(=Detektionsantikörper), welcher mit einem Enzym (=Rezeptorenzym) gekoppelt ist, wird 
zugegeben. Das Enzym aktiviert durch Spaltung einen Farbstoff. Durch Messung der 
Absorption kann die gesuchte Hyaluronsäure quantifiziert werden (Hessling 2016). 
 
 
3.5.2. Kompetitiver ELISA 
 
Zur Bestimmung der Hyaluronsäurekonzentration im Eluat wurde ein kompetitiver 
ELISA (Hyaluronen Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit, Echelon Salt Lake City, 
Utah, USA) angewendet. Bei einem kompetitiven ELISA wird statt eines zweiten 
Antikörpers ein markiertes Kompetitor-Antigen zur Detektion genutzt. Dieses ähnelt 
strukturell dem Analyten und bindet ebenfalls am Antikörper. Die Folge ist eine 
Konkurrenz zwischen Analyt und Kompetitor um die Bindestelle am Antikörper. Das 
Signal verhält sich beim kompetitiven ELISA umgekehrt proportional zur Analyt-
Konzentration: bei einer hohen Analyt-Konzentration kommt es zu einer schwachen 
Farbreaktion, da die meisten Bindungsstellen des Antikörpers vom Analyten besetzt 
sind und der markierte Kompetitor nur einen geringen Anteil an der Reaktion besitzt. Ist 
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die Konzentration des Analyten dagegen niedrig, erfolgt eine starke Farbreaktion, da 
der markierte Kompetitor die meisten Antikörperbindestellen blockiert. Die Intensität 
der photometrisch bestimmten Farbreaktion ist umgekehrt proportional zur 
Konzentration des zu untersuchenden Agens.   
 
 
3.5.3. Versuchsaufbau 
 
Ziel des Versuchs war es, festzustellen, ob im Überstand der Membranen 
Hyaluronsäure (HA) nachweisbar ist. Dabei sollte zwischen niedermolekularer- und 
hochmolekularer HA unterschieden werden. Hierfür wurden jeweils zwei Proben (n=2) 
von vier verschiedenen Membranen (BioGide, BioMend, DynaMatrix und OssixPlus) 
zweimal für hochmolekulare Hyaluronsäure > 30 kD und zweimal für niedrigmolekulare 
Hyaluronsäure < 30 kD verwendet. Aufgrund der ähnlichen Zusammensetzung und 
Ursprungs von BioMend und OsseoGuard Membranen, wurden OsseoGuard 
Membranen in diesem Versuch nicht separat untersucht.  
Proben der Barrieremembranen wurden nach dem in Kapitel 3.2.8. (Tabelle 7) 
beschriebenen Vorgehen in Mikrotiterplatten eingebracht. Alle Membranen wurden 
zum Waschen mit 800 µl Medium (high glucose, serum freies, ohne phenolrot Medium) 
bedeckt. Nach drei Tagen wurde das Eluat aus den einzelnen Wells mit Pipetten 
aufgenommen und in 16 Eppendorfgefäße übertragen. Die Gefäße wurden 
entsprechend der jeweiligen Membranen beschriftet, gefiltert und nach der Masse in 
kleine Moleküle (<) 30 kD und große Moleküle (>) 30 kD eingeteilt.  
Es wurde eine Standardkonzentrationskurve in dreifacher Ausführung erstellt und das 
Eluat jeder Membran zweimal (einmal für < 30 kD und einmal für > 30 kD) gemessen. 
Im verwendeten ELISA mussten die zu bestimmenden Proben zunächst mit einem 
Hyaluronsäure-Detektor inkubiert werden. Die Detektion des an die Platte gebundenen 
Hyaluronsäure-Detektors (Antigen) erfolgt durch einen enzymverknüpften Antikörper 
und die photometrische Messung. Für die Enzym- Substrat-Reaktion wird die 
alkalische Phosphatase und p-Nitrophenylphosphat genutzt. Die Messung erfolgte bei 
405 nm.  
Die Herstellung der benötigten Substrate und die Versuchsdurchführung erfolgten 
gemäß den Herstellerangaben. Zur Vorbereitung der Inkubationsplatte wurden die 
leeren Kontrollen, die Nullkontrollen, die Standardreihen (1600 ng/ml, 800 ng/ml, 400 
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ng/ml, 200 ng/ml, 100 ng/ml und 50 ng/ml), sowie die Eluatproben pipettiert (Tab. 13). 
Je 100 µl HA Standard und Proben in die entsprechenden Eppendorfgefäße, 150 µl 
Verdünnungsmittel in die leeren Kontrollgefäße und 100 µl Verdünnungsmittel in die 
Nullkontrollgefäße. In jedes Eppendorfgefäß, mit Ausnahme der leeren Kontrollgefäße, 
wurden 50 µl des Detektors hinzugefügt. Somit enthielt jedes Reaktionsgefäß 
insgesamt 150 µl. Zum Durchmischen wurde die Platte mit einer Klebefolie abgedeckt, 
auf einem Schüttler bewegt und bei 37°C für eine Stunde inkubiert.  
Nach dem Inkubationsschritt wurde die 96-Well-Inkubationsplatte vorbereitet und 
jeweils 100 µl der verschiedenen Proben und Kontrollen mit einer Pipette aus den 
Wells der Inkubationsplatte in die entsprechenden Wells der Detektionsplatte überführt.  
Der Inhalt wurde auf dem Schüttler gemischt, die Platte erneut mit einer Klebefolie 
abgedeckt und bei 4°C für 30 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Inhalt 
der Detektionsplatte verworfen und die Platte dreimal mit jeweils 200 µl der 
Waschlösung gewaschen. Im Anschluss an das Waschen wurden 100 µl Marker-
Enzym in jedes Well der Platte pipettiert, gemischt, eine Klebefolie angebracht und bei 
37°C für 30 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation folgte die Wiederholung des 
Waschschrittes. Nach dem Waschen wurden 100 µl Substratlösung in jedes Well der 
Detektionsplatte gegeben, um die enzymatische Reaktion zu starten und die Platte bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die photometrischen Messungen der 
Absorption erfolgten 15, 30 und 45 Minuten nach Inkubationsbeginn bei 405 nm den 
Herstellerangaben entsprechend. Die HA- Konzentrationen wurden über die zuvor 
erstellte Standardkurve berechnet.  
 
 
3.6. Zytokin-/ Wachstumsfaktorenbestimmung 
 
 
In einem weiteren experimentellen Schritt sollte der Nachweis löslicher Proteinanteile, 
insbesondere Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, in den Barrieremembranen 
erfolgen. Für diese Analyse wurde der „Human Growth Factor Array 1“ (RayBiotech, 
USA) verwendet, ein ELISA, der die simultane Untersuchung von 40 verschiedenen 
Zytokinen pro Probe ermöglicht (Spinell et al. 2019).  
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Nachweisbare Proteinanteile im „Human Growth Factor Array 1“ 
1 AR 
2 BDNF 
3 bFGF 
4 BMP-4 
5 BMP-5 
6 BMP-7 
7 -NGF 
8 EGF 
9 EGF R 
10 EG-VEGF 
11 FGF-4 
12 FGF-5 
13 GDF-15 
14 GDNF 
15 GH 
16 HB-EGF 
17 HGF 
18 IGFBP-1 
19 IGFBP-2 
20 IGFBP-3 
21 IGFBP-4 
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22 IGFBP-6 
23 IGF-1 
24 Insulin 
25 MCF R 
26 NGF R 
27 NT-3 
28 NT-4 
29 OPG 
30 PDGF-AA 
31 PIGF 
32 SCF 
33 SCF R 
34 TGF 
35 TGF1 
36 TGF3 
37 VEGF 
38 VEGF R2 
39 VEGF R3 
40 VEGF-D 
 
 
Tab. 8: Übersicht über 40 Proteinanteile, die mit dem „Human Growth Factor Array 1“ 
(RayBiotech, USA) nachgewiesen werden können 
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In den quadratischen Feldern (Spots) eines Objektträgers sind spezifische Antikörper 
befestigt, die der Zytokindetektion dienen. Nach Zugabe der zu untersuchenden Probe 
wird das Proben-Standard-Gemisch inkubiert, wodurch die in der Probe enthaltenen 
Zytokine an die entsprechenden Antikörper gebunden und auf der Glasplatte fixiert 
werden. Es bildet sich ein Antikörper-Zytokin-Komplex. Dieser wird durch Zugabe 
eines zweiten, Biotin-gekoppelten Antikörpers, markiert. Dadurch entsteht ein 
„Sandwich-Komplex“ aus primärem und sekundärem Antikörper. Durch anschließende 
Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem (Cy3) Streptavidin ist anschließend die Detektion 
der Wachstumsfaktoren möglich (Abb. 5).  
 
 
 
 
 
Abb. 5: Funktionsprinzip RayBiotech ELISA. Aus nachzuweisender Substanz und 
oberflächengebundenem Antikörper bildet sich ein Antikörper-Zytokin-Komplex, dieser bindet 
an einen Biotin-gekoppelten Antikörper. Durch Inkubation mit Streptavidin als Substrat für das 
gekoppelte Enzym ist die Nachweisreaktion möglich (übernommen aus RayBiotech, 2007-
2019). 
 
 
Das Kit enthält zwei Platten mit jeweils 16 Feldern. Acht davon werden für die 
Standards benötigt, in die anderen acht werden die Proben gegeben. Das Wascheluat 
von je zwei Proben (n=2) der vier untersuchten Membranen (BioGuide, BioMend, 
DynaMatrix, OssixPlus) wurde nach drei Tagen aus den Wells abpipettiert, bei -80°C 
gelagert und am Versuchstag zur Analyse aufgetaut. Aufgrund der ähnlichen 
Zusammensetzung und des ähnlichen Ursprungs von BioMend und OsseoGuard 
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Membranen, wurden OsseoGuard Membranen in diesem Versuch nicht separat 
untersucht. Die Herstellung der Waschpuffer und Verdünnung der Antikörper erfolgte 
nach Anleitung des Herstellers. Zur Blockierung wurden 100 µl Probenverdünnung in 
jedes Well gegeben und anschließend bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert. 
Nach Zugabe von 100 µl der Proben erfolgte eine zweistündige Inkubation bei 
Raumtemperatur. In einem ersten Waschschritt wurde fünf Mal für jeweils fünf Minuten 
mit 150 µl Wasch-Puffer 1, anschließend zwei Mal für fünf Minuten mit 150 µl Wasch-
Puffer 2, jeweils bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken auf dem Rüttler 
gewaschen. Dann wurden 1,4 ml Probenverdünnung zum Biotin gekoppelten 
Detektions- Antikörper zugegeben und 80 µl der Detektions-Antikörperlösung in jedes 
Well pipettiert. Nach einer einstündigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte erneut 
ein fünfmaliges Waschen für je fünf Minuten mit 150 µl Wasch-Puffer 1 und danach 
zweimaliges Waschen mit 150 µl Wasch-Puffer 2 unter leichtem Schwenken bei 
Raumtemperatur. Nach kurzem Zentrifugieren wurden 1,4 ml der Probenverdünnung 
zu Cy3-fluoreszenzmarkiertem Streptavidin gegeben und gemischt. Davon wurden je 
80 µl in jedes Well gegeben. Um die Platte vor Belichtung zu schützen, wurde sie mit 
Aluminiumfolie abgedeckt und bei Raumtemperatur für eine Stunde inkubiert. Es folgte 
erneut ein fünfmaliges Waschen mit 150 µl Waschpuffer 1 für fünf Minuten. Dann 
wurde die Glasplatte aus der Halterung genommen und für 15 Minuten in Waschpuffer 
1, danach für 5 Minuten in Waschpuffer 2 bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schwenken gewaschen. Mit Hilfe einer Pipette sind Wassertropfen von der Oberfläche 
entfernt worden, ohne den Arrayträger zu berühren. Die Detektion der Fluoreszenz 
erfolgte mit dem Surescan Microarray Scanner G2505C (Agilent, USA). 
Für jeweils zwei Proben der vier Membranen wurden die Konzentrationen von  
40 unterschiedlichen Wachstumsfaktoren (AR, BDNF, bFGF, BMP-4, BMP-5,  
BMP-7, -NGF, EGF, EGF R, EG-VEGF, FGF-4, FGF-5, GDF-15, GDNF, GH,  
HB-EGF, HGF, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, IGF-1,  
Insulin, MCF R, NGF R, NT-3, NT-4, OPG, PDGF-AA, PIGF, SCF, SCF R,  
TGF, TGF1, TGF3, VEGF, VEGF R2, VEGF R3, VEGF-D) bestimmt.  
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3.7. Statistik 
 
 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS (IBM, 
USA). Die Mittelwerte der Versuchsgruppen wurden bei einem Signifikanzniveau von 
p=0,05 mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur statistisch verglichen (Spinell 
et al. 2019). Der One-Way ANOVA wurde verwendet, da die Prüfung der 
Normalverteilung und Varianzhomogenität aufgrund der geringen Stichprobenzahl in 
den Hintergrund tritt. Zudem erfolgt mit Hilfe der Bonferroni-Korrektur eine Absicherung 
gegenüber falsch-positiven Ergebnissen, da das Bonferroni-Verfahren grundsätzlich 
zur Nullhypothese tendiert. Es wurden auch der Shapiro-Wilk und der Levene Test 
durchgeführt. Von 36 Versuchsgruppen (n=4) die mit dem Shapiro-Wilk Test 
untersucht wurden, lag bei 33 eine Normalverteilung vor (p>0,05). Der Levene Test hat 
ergeben, dass keine Homogenität der Varianzen gegeben ist (p<0,01).  
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4. Ergebnisse 
 
 
4.1. Ergebnis Wachstumskurve PDL-hTERT 
 
 
Um die Proliferation der PDL-hTERT Zellen zu bestimmen, wurde unter Verwendung 
des Zellproliferationsreagenzes WST1 und der ermittelten Absorptionswerte eine 
Wachstumskurve über einen Zeitraum von 12 Tagen erstellt. Das Wachstum der 
parodontalen Ligamentzellen ist in Abbildung 6 dargestellt, welche den Verlauf der 
Zellzahl über einen Zeitraum von 0 bis 400 Stunden dokumentiert. 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse   
53 
 
 
Abb. 6: Kubische Wachstumskurve PDL-hTERT Zellen über einen Zeitraum von 12 Tagen. 
Die y-Achse zeigt die Absorption (nm), die x-Achse die Zeit (Tage), das maximale Zellwachstum 
wird nach 6-7 Tagen erreicht. 
 
 
Die graphische Auswertung der Wachstumskurve zeigt, dass PDL-hTERT  
Zellen relativ linear wachsen. Sie erreichen ihr maximales Wachstum nach ca. 6  
bis 7 Tagen (144 bis 168 Stunden), danach flacht das Wachstum ab, ist aber  
noch nachweisbar. Der Versuch zur Untersuchung der Zytotoxizität von Membranen 
auf PDL-hTERT Zellen erfolgte daher im Hauptversuch 7 Tage nach Versuchsstart.  
 
 
4.2. Ergebnis Wachstumskurve hMSCs 
 
 
Auch für humane mesenchymale Stammzellen wurde unter Verwendung von WST1 
das Zellwachstum bestimmt. Das Wachstum der hMSC Zellen ist in Abbildung 7 
dargestellt, welche die Zunahme der Zellzahl über einen Zeitraum von 0 bis 14 Tagen 
dokumentiert. 
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Abb. 7: Kubische Wachstumskurve hMSC Zellen über einen Zeitraum von 14 Tagen. Die y-
Achse zeigt die Absorption (nm), die x-Achse die Zeit (Tage), das maximale Zellwachstum wird 
nach 5-7 Tagen erreicht. 
 
 
Die graphische Auswertung der Wachstumskurve zeigt, dass hMSC Zellen relativ 
linear wachsen. Sie erreichen ihr maximales Wachstum nach ca. 5 bis 7 Tagen, 
danach flacht das Wachstum ab, ist aber noch anzutreffen. Der Versuch zur 
Untersuchung der Zytotoxizität von Membranen auf humane mesenchymalen 
Stammzellen erfolgte daher im Hauptversuch 7 Tage nach Versuchsstart.  
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4.3. Zytotoxizität der Membranen auf hMSC 
Zellen 
 
 
Untersucht wurde die Zytotoxizität von ungewaschenen und gewaschenen Membranen 
auf humane mesenchymale Zellen. 
Die Auswertung der Ergebnisse des Zellwachstums nur im Well, sowie nur an den 
Membranen, ergibt, dass am Boden der Wells im Vergleich zur entsprechenden 
Membran mehr hMSC Zellen gewachsen sind. Das Wachstums der hMSC Zellen an 
den Membranen erreichte Werte zwischen 0,1 und 0,23 (24-46% der 
Gesamtabsorption). 
Die Auswertung der Ergebnisse des Zellwachstums an ungewaschenen  
Membranen zeigt, dass die Zellproliferation an BioGide Membranen  
statistisch keinen Unterschied zum Wachstum an BioMend-, OsseoGuard-  
und DynaMatrix Membranen aufweist (p> 0,05) (MW± SD: BG: 1,36 ±0,16;  
BM: 1,06±0,11; OG: 1,13±0,02; DM: 1,23±0,42). An BioGide Membranen  
werden 136% des Zellwachstums der Kontrolle erreicht, sie scheinen demnach  
eine stimulierende Wirkung auf das Zellwachstum zu haben, ebenso wie  
BioMend (105%) -, OsseoGuard (113%)- und DynaMatrix (123%) Membranen.  
Dieser Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant (p>0,05). Die  
Zellproliferation bei OssixPlus Membranen ist statistisch unterschiedlich zu der  
bei allen anderen ungewaschenen Membranen (p> 0,05), sie ist auch  
signifikant größer im Vergleich zur Kontrolle (OX: 1,92 ±0,65, p<0.05).  
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Abb. 8: Darstellung der WST-1 Absorption der hMSC Zellen bei ungewaschenen Membranen. 
Die y-Achse zeigt die Mittelwerte der WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±1), die x-
Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-NW, BM-NW, DM-NW, OG-NW, OX-NW) sowie 
die Kontrolle (Ctr-NW). Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind mit * 
markiert (p=0,05). Alle ungewaschenen Membranen haben im Vergleich zur Kontrolle eine 
stimulierende Wirkung auf die Zellproliferation von hMSC Zellen (Spinell et al. 2019). 
 
 
Die Auswertung der Ergebnisse der Zellproliferation der gewaschenen  
Membranen zeigt, dass das Wachstum der Zellen bei BioMend-, OsseoGuard-  
und BioGide Membranen keine statistischen Unterschiede aufweist (OG:  
0,70±0,14; BG: 0,76±0,17). Das Zellwachstum bei OssixPlus Membranen zeigt  
statistisch keinen Unterschied zum Wachstum bei DynaMatrix Membranen  
(p>0,05), es ist größer als bei BioMend-, OsseoGuard- und BioGide  
Membranen (OX: 1,26±0,16; DM: 1,32±0,23). 
Der Vergleich des Zellwachstums an den beiden Platten welche gewaschene  
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Membranen enthielten mit dem Wachstum bei der Kontrolle, zeigt, dass an  
allen Membranen kein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle  
besteht. Bei OssixPlus- und DynaMatrix Membranen ist jedoch ein Trend zur  
wachstumsstimulierenden Wirkung zu erkennen, wohingegen BioMend-,  
OsseoGuard- und BioGide Membranen eine Tendenz zu geringerem  
Zellwachstum aufweisen. 
 
 
 
 
Abb. 9: Darstellung der WST-1 Absorption der hMSC Zellen bei gewaschenen Membranen. 
Die y-Achse zeigt die Mittelwerte der WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±1), die x-
Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-W, BM-W, DM-W, OG-W, OX-W) sowie die 
Kontrolle (Ctr-W). Es gibt keinen statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (p=1). 
Gewaschene DynaMatrix- und OssixPlus Membranen (DM-W, OX-W) zeigen im Vergleich zur 
Kontrolle eine wachstumsstimulierende Wirkung auf hMSC Zellen, an BioGide- und 
OsseoGuard Membranen wurde ein geringeres Zellwachstum als an der Kontrolle festgestellt 
(Spinell et al. 2019). 
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Durch den Vergleich der Zellproliferation von hMSC Zellen an ungewaschenen  
und gewaschenen Membranen wird deutlich, dass bei BioGide-, BioMend-,  
OsseoGuard- und OssixPlus Membranen das Zellwachstum bei  
ungewaschenen und gewaschenen Membranen statistisch unterschiedlich ist  
(p< 0,05). Das Wachstum der Zellen wird durch die Vorbehandlung (Waschen)  
der Membranen nicht verändert (ungewaschene BG: 1,36 ±0,16; gewaschene  
BG: 0,76 ±0,17), (ungewaschene BM: 1,06 ±0,1; gewaschene BM: 0,61 ±0,08).  
Bei Membranen vom Typ DynaMatrix ist die Zellproliferation bei gewaschenen und 
ungewaschenen Membranen ebenfalls statistisch nicht unterschiedlich (ungewaschene 
DM: 1,23 ±0,42; gewaschene DM: 1,32 ±0,23) (Abb. 13). 
 
 
4.4 Vergleich des Zellwachstums von 
adhärenten und nicht adhärenten hMSC-
Zellen im Wascheluat 
 
 
Untersucht wurde das Zellwachstum im Eluat von adhärenten und nicht adhärenten 
hMSCs. Die Auswertung der Ergebnisse des Zellwachstums im Eluat der nicht 
adhärenten hMSCs zeigt, dass an BioMend Membranen 44% des Zellwachstums 
erreicht werden, sie haben demnach, verglichen mit der Kontrolle, eine 
wachstumshemmende Wirkung auf das Zellwachstum, ebenso wie BioGide (51%) und 
OsseoGuard (98%) Membranen. DynaMatrix (130%) und OssixPlus (161%) 
Membranen haben dagegen eine stimulierende Wirkung auf die Zellproliferation. Der 
Unterschied ist bei BioGide-, BioMend-, DynaMatrix und OssixPlus Membranen 
statistisch unterschiedlich zur Kontrolle (p<0,05), bei OsseoGuard Membranen 
statistisch ähnlich (p>0,05).  
Die Auswertung der Ergebnisse des Zellwachstums im Eluat der adhärenten hMSC-
Zellen zeigt, dass an BioMend Membranen 51% des Zellwachstums erreicht werden. 
Sie haben also, verglichen mit der Kontrolle, eine zytotoxische Wirkung auf das 
Zellwachstum, gleiches gilt für BioGide (69%) - und OsseoGuard (98%) Membranen. 
OssixPlus (156%) und DynaMatrix (263%) Membranen hingegen haben eine 
stimulierende Wirkung auf das Zellwachstum, verglichen mit der Kontrolle. Der 
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Unterschied ist bei BioGide, BioMend, DynaMatrix und OssixPlus Membranen 
statistisch signifikant (p<0,05), bei OsseoGuard Membranen nicht statistisch signifikant 
(p>0,05). 
Das Eluat der gewaschenen Membranen beeinflusst demnach sowohl bei adhärenten 
als auch bei nicht adhärenten hMSC Zellen das Zellwachstum. Nur bei DynaMatrix 
Membranen hat der Zeitpunkt der Eluatzugabe zu den Zellen eine Auswirkung auf die 
Zellproliferation (Spinell et al. 2019).  
 
 
 
 
Abb. 10: Darstellung der WST-1 Absorption im Eluat von adhärenten und nicht adhärenten 
hMSC Zellen. Die y-Achse zeigt die Mittelwerte der WST-1 Absorption und 
Standardaweichungen (±1), die x-Achse zeigt das Eluat von adhärenten und nicht adhärenten 
Zellen der untersuchten Membranen (BG, BM, DM, OG, OX) sowie die Kontrolle (Ctr). 
Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind mit * markiert (p=0,05) (Spinell et 
al. 2019).  
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Das Zellwachstum im Eluat der nicht adhärenten Zellen war an BioMend-, BioGide- 
und OsseoGuard Membranen (BM, BG, OG) geringer als an der Kontrolle. An 
DynaMatrix- und OssixPlus Membranen (DM, OX) war das Zellwachstum im Eluat der 
nicht adhärenten Zellen größer als an der Kontrolle. Das Zellwachstum im Eluat der 
adhärenten Zellen war an BioMend-, BioGide- und OsseoGuard Membranen (BM, BG, 
OG) geringer als an der Kontrolle. An OssixPlus- und DynaMatrix Membranen (OX, 
DM) war das Zellwachstum im Eluat der adhärenten Zellen größer als an der Kontrolle. 
 
 
4.5. Zytotoxizität der Membranen auf PDL-h TERT 
Zellen 
 
 
Das Wachstum der PDL-hTERT Zellen an den Membranen erreichte Werte  
zwischen 0,08 und 0,29 (21- 62% der Gesamtabsorption). 
Die Ergebnisse des Zellwachstums bei ungewaschenen Membranen belegen, dass 
das Wachstum der PDL-hTERT Zellen bei BioGide Membranen höher als bei 
BioMend- und OsseoGuard Membranen, sowie geringer als bei OssixPlus- und 
DynaMatrix Membranen ist. Bei BioMend Membranen war die Zellproliferation nicht 
unterschiedlich zur Proliferation bei OsseoGuard Membranen. An BioGide Membranen 
werden 43,7% des Zellwachstums der Kontrolle erreicht. Sie haben demnach, 
verglichen mit der Kontrolle, eine hemmende Wirkung auf die Zellproliferation, ebenso 
wie OsseoGuard (15,1%) und BioMend (11,8%) Membranen. Dieser Unterschied ist 
statistisch signifikant (p<0,05). Das Zellwachstum bei ungewaschenen DynaMatrix 
(89%) und OssixPlus Membranen (75%) ist zwar geringer als jenes der Kontrolle, 
jedoch ist dieser Unterschied nicht statistisch signifikant (p>0,05).  
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Abb. 11: Darstellung der WST-1 Absorption der PDL-hTERT Zellen bei ungewaschenen 
Membranen. Die y-Achse zeigt die Mittelwerte der WST-1 Absorption und 
Standardabweichungen (±1), die x-Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-UW, BM-UW, 
DM-UW, OG-UW, OX-UW) sowie die Kontrolle (Ctr-UW). Statistisch signifikante Unterschiede 
zur Kontrollgruppe sind mit * markiert (p=0,05). An allen ungewaschenen Membranen wurde ein 
geringeres Zellwachstum der PDL-hTERT Zellen festgestellt als an der Kontrolle (Spinell et al. 
2019).  
 
 
Die Analyse des Gesamtwachstums bei gewaschenen Membranen zeigt, dass  
das Zellwachstum von PDL-hTERT Zellen bei BioGide Membranen statistisch  
nicht unterschiedlich zum Wachstum bei OssixPlus Membranen und der  
Kontrolle der gewaschenen Membranen ist (BG: p=0,054, OX: p=0,365; WST1  
Absorption 0,59). Bei BioMend Membranen ist die Zellproliferation statistisch  
vergleichbar mit der Proliferation bei OsseoGuard Membranen (OG: 0,38±  
0,21). Bei gewaschenen DynaMatrix Membranen ist das Zellwachstum  
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statistisch unterschiedlich zum Wachstum bei allen anderen Membranen und  
der Kontrollgruppe. Das Gesamtzellwachstum ist bei DynaMatrix signifikant  
höher (DM: 1,41± 0,26) (WST1 Absorption 0,83; p<0,001). Der Vergleich des  
Zellwachstums an den beiden Platten, welche gewaschene Membranen  
enthielten, mit dem Wachstum bei der Kontrolle zeigt, dass an beiden Platten  
das Zellwachstum an BioMend und OsseoGuard Membranen signifikant  
schlechter war als an der Kontrolle. Sie hemmen das Zellwachstum (p<0,001).  
Die Zellproliferation an OssixPlus (p=0,054) und BioGide (p=0,365)  
Membranen war an beiden untersuchten Platten vergleichbar mit der Kontrolle  
(WST1 Absorption 0,59), wobei eine Tendenz zur Zellzytotoxizität erkennbar ist.  
DynaMatrix Membranen haben als einzige das Zellwachstum der PDL-hTERT-  
signifikant stimuliert (WST1 Absorption 0,83; p<0,001). 
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Abb. 12: Darstellung der WST-1 Absorption der PDL-hTERT Zellen bei gewaschenen 
Membranen. Die y-Achse zeigt die Mittelwerte der WST-1 Absorption und 
Standardabweichungen (±1), die x-Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-W, BM-W, 
DM-W, OG-W, OX-W) sowie die Kontrolle (Ctr-W). Statistisch signifikante Unterschiede zur 
Kontrollgruppe sind mit * markiert (p=0,05). An gewaschenen BioMend- und OsseoGuard 
Membranen (BM-W, OG-W) wurde ein geringeres Zellwachstum als an der Kontrolle 
festgestellt. Das Wachstum der PDL-hTERTs an BioGide- und OssixPlus Membranen (BG-W, 
OX-W) ist vergleichbar mit dem Wachstum an der Kontrolle, wobei ein Trend zur Zytotoxizität 
zu erkennen ist. An DynaMatrix Membranen (DM-W) ist das Zellwachstum größer als an der 
Kontrolle (Spinell et al. 2019). 
 
 
Der Vergleich des Zellwachstums von PDL-hTERT Zellen bei gewaschenen  
und ungewaschenen Membranen verdeutlicht, dass bei Membranen vom Typ  
BioGide, BioMend, OsseoGuard und DynaMatrix ein vorangehendes Waschen  
einen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat, die gewaschenen  
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zeigen ein stärkeres Wachstum als die ungewaschenen (ungewaschene DM:  
89,0%/ gewaschene DM: 141,2%, ungewaschene BM: 11,8%/ gewaschene  
BM: 39,1%, ungewaschene BG: 43,7%/ gewaschene BG: 72,2%). Für  
OssixPlus Membranen zeigte das Zellwachstum bei gewaschenen und  
ungewaschenen Membranen keinen signifikanten Unterschied (ungewaschene  
OX: 75%/ gewaschene OX: 77%). 
 
  
4.6. Nachweis freier Hyaluronsäure in den 
Membranen 
 
 
Die Ergebnisse der Hyaluronsäurebestimmung zeigen, dass fast alle untersuchten 
Membranen Hyaluronsäuren freisetzen, einzige Ausnahme stellen die OssixPlus 
Membranen dar (Tab. 9). Die Messwerte wurden aus den Rohdaten über die inverse 
Standardkurve berechnet (Abb. 14). Aufgrund der geringen Fallzahl wurde keine 
statistische Analyse vorgenommen. 
Zwischen den Membranen vom Typ BioGide, BioMend, DynaMatrix und OssixPlus 
bestehen deutliche Unterschiede in der Menge und der Molekülgröße des im Eluat 
nachgewiesenen Hyalurons.  
Membranen vom Typ BioGide, BioMend und OssixPlus setzen kein niedermolekulares 
Hyaluron frei. OssixPlus Membranen enthalten zudem auch 
kein hochmolekulares Hyaluron. BioMend Membranen setzen nur geringe Mengen an 
hochmolekularem Hyaluron frei (BM: 0,2 mg/ml), bei BioGide Membranen hingegen ist 
die Konzentration von hochmolekularem Hyaluron relativ hoch (BG: 1,8 mg/ml). Die 
untersuchten DynaMatrix Membranen setzten sowohl hohe Konzentrationen von 
niedermolekularem-, als auch bedeutende Mengen (DM: >30mg/ml) von 
hochmolekularem Hyaluron frei. DynaMatrix ist somit die einzige Membran, in deren 
Eluat sich niedermolekulares Hyaluron in größeren Mengen nachweisen lässt. 
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MW 
Absorption SD Absorption 
Konzentration 
(ng/ml) 
Molekulargewicht 
(kDa) 
BG 1,4806 0,1219 4,045376739 <30 
BG 0,0988 0,0638 1838,110429 >30 
BM 1,6766 0,1317 0 <30 
BM 0,599 0,0474 197,0515726 >30 
DM 0,4653 0,0347 290,191473 <30 
DM 0,0063 0,0048 30692,27308 >30 
OX 1,6556 0,055 0 <30 
OX 1,6863 0,0582 0 >30 
 
Tab. 9: Hyaluronsäurekonzentrationen der verschiedenen Membranen nach Molekulargewicht. 
Für BioGide (BG)-, BioMend (BM)-, DynaMatrix (DM)- und OssixPlus (OX)- Membranen ist 
jeweils der Mittelwert der Absorption (MW), die Standardabweichung der Absorption (SD), die 
Hyaluronsäurekonzentration (ng/ml) und das Molekulargewicht der Hyaluronsäure (kDa) 
dargestellt. BG, BM und OX setzen kein niedermolekulares Hyaluron frei, OX auch kein 
hochmolekulares Hyaluron. Nur in DM Membranen wurden signifikante Mengen von 
niedermolekularem Hyaluron festgestellt.  
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Abb. 13: Inverse Konzentrationskurve zur Bestimmung der Konzentration der freigesetzten 
Hyaluronsäure. Die y-Achse zeigt die Konzentration (ng/ml), die x-Achse die Absorption. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse   
67 
4.7. Bestimmung freier Wachstumsfaktoren in 
den Barrieremembranen 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der ersten OssixPlus 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BMP-4, b-NGF, EGF R, HB-
EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, PDGF-AA, SCF, TGFa und TGFb. 
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Abb. 15: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der zweiten OssixPlus 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, bFGF, BMP-4, b-NGF, 
EGF R, EG-VEGF, GDF-15, GH, HB-EGF, IGFBP-1, IGFBP2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, 
MCF R, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF, und TGF3. 
 
 
Im Eluat der OssixPlus Membran konnten 12 der 40 Wachstumsfaktoren, nämlich AR, 
BMP-4, b-NGF, EGF R, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, PDGF-AA, SCF, TGF 
und TGF3, nachgewiesen werden (Abb.15).  
Im Eluat einer weiteren OssixPlus Membran wurden 22 der 40 Faktoren detektiert: AR, 
BDNF, bFGF, BMP-4, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, GDF-15, GH, HB-EGF, IGFBP-1, 
IGFBP2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, MCF R, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF, 
und TGF3 (Abb. 16). Die höchste Konzentration der im Eluat der beiden OssixPlus-
Membranen nachgewiesenen Wachstumsfaktoren haben IGFBP-3 (131,5 pg/μl) und 
IGFBP-4 (23,6 pg/μl) sowie IGFBP-4 (552,8 pg/μl) und bFGF (504,3 pg/μl). 
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Abb. 16: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der ersten DynaMatrix 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, bFGF, BMP-4, b-NGF, 
EGF R, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, PDGF-AA, SCF, TGF sowie TGF3. 
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Abb. 17: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der zweiten DynaMatrix 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, bFGF, BMP-4, b-NGF, 
EGF R, EG-VEGF, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und 
TGF3. 
 
 
Im Eluat der DynaMatrix Membran wurden 15 Wachstumsfaktoren detektiert: AR, 
BDNF, bFGF, BMP-4, b-NGF, EGF R, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, 
PDGF-AA, SCF, TGF sowie TGF3 (Abb. 17).  
Das Eluat einer weiteren DynaMatrix Membran enthielt 16 der 40 untersuchten 
Faktoren, nämlich AR, BDNF, bFGF, BMP-4, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, HB-EGF, 
IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3 (Abb. 18).  
Im DynaMatrix-Eluat lag der Faktor bFGF in der höchsten Konzentration vor (9835,1 
pg/μl und 5932,2 pg/μl), gefolgt von IGFBP-4 und IGFBP-3.  
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Abb. 18: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der ersten BioMend 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, BMP-5, b-NGF, 
EGF R, EG-VEGF, FGF-4, GDF-15, GDNF, GH, HB-EGF, HGF, IGFBP-1, IGFBP-3, IGFBP-4, 
IGFBP-6, Insulin, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3. 
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Abb. 19: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der zweiten BioMend 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, b-NGF, EGF R, 
EG-VEGF, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, IGF-I, MCF R, NT-3, NT-
4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3. 
 
 
Im Eluat der BioMend Membran sind 24 der untersuchten Wachstumsfaktoren ermittelt 
worden: AR, BDNF, BMP-4, BMP-5, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, FGF-4, GDF-15, 
GDNF, GH, HB-EGF, HGF, IGFBP-1, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, Insulin, NT-3, NT-
4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3 (Abb. 19).   
Das Eluat einer weiteren BioMend Membran enthielt 20 von 40 Faktoren: AR, BDNF, 
BMP-4, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, 
IGFBP-6, IGF-I, MCF R, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3 (Abb. 20). Die 
höchste Konzentration der im Eluat der BioMend Membranen nachgewiesenen 
Wachstumsfaktoren haben IGFBP-3 (319,2 pg/μl) und FGF-4 (221,8 pg/μl) sowie IGF-I 
(299,3 pg/μl) und IGFBP-2 (285,2 pg/μl). 
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Abb. 20: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der ersten BioGide 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, BMP-5, b-NGF, 
EGF R, EG-VEGF, FGF-4, GDF-15, GH, HB-EGF, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, 
MCF R, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3. 
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Abb. 21: Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der zweiten BioGide 
Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der Faktoren (pg/μl), die x-Achse die 
untersuchten Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, BMP-5, b-NGF, 
EGF R, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, Insulin, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, 
TGF und TGF3. 
 
 
Das Eluat der BioGide Membran enthielt 22 der untersuchten 40 Faktoren, nämlich 
AR, BDNF, BMP-4, BMP-5, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, FGF-4, GDF-15, GH, HB-EGF, 
IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, MCF R, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF 
und TGF3 (Abb. 21). Im Eluat einer weiteren BioGide-Membran wurden 18 Faktoren 
gemessen: AR, BDNF, BMP-4, BMP-5, b-NGF, EGF R, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-3, 
IGFBP-4, IGFBP-6, Insulin, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3 (Abb. 22). 
Auf beiden Objektträgern lag der Faktor BMP-5 jeweils in der höchsten Konzentration 
(517,9 pg/μl und 397,3 pg/μl) und GDF-15 in der niedrigsten (0,6 pg/μl und 0,1 pg/μl) 
vor.  
Bei allen vier untersuchten Membranen konnten die Wachstumsfaktoren IGFBP-3, 
IGFBP-4, BMP-4 und TGF3 nachgewiesen werden. IGFBP-3 und IGFBP-4 lagen 
dabei in allen Membranproben in hohen Konzentrationen vor, nur bei DynaMatrix-
Membranen waren die ermittelten Konzentrationen vergleichsweise gering (214,5 pg/μl 
und 190,3 pg/μl). Die höchste Konzentration von IGFBP-4 wurde in OssixPlus 
Membranen (552,8 pg/μl) nachgewiesen. Die Konzentration von TGF3 war in allen 8 
Membranproben gering, mit Werten zwischen 15,9 und 29,3 pg/μl. Die ermittelten 
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Werte für BMP-4 lagen zwischen 7,5 und 18,9 pg/μl. Auffallend hohe Konzentrationen 
konnten für bFGF in DynaMatrix- Membranen festgestellt werden (9835,1 pg/μl und 
5932,2 pg/μl). 
Die meisten Wachstumsfaktoren wurden im Eluat der BioMend- Membranen 
nachgewiesen. An zweiter Stelle folgt das Eluat der Membranen vom Typ BioGide.
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5. Diskussion 
 
 
5.1.  Versuchsaufbau 
 
 
Gegenstand der vorliegenden Studie war die Untersuchung der biologischen 
Wirkungen von resorbierbaren Barrieremembranen xenogenen Ursprungs, die 
routinemäßig im Rahmen der GBR-/ GTR Verfahren klinisch eingesetzt werden (Shi 
und Ronfard 2013, Wang et al. 2002 Rothamel et al. 2004). Es wurden Membranen 
untersucht und verglichen, welche sich sowohl in ihrem Ursprung (Kollagen und 
extrazelluläre Matrix) als auch in der Art der Quervernetzung 
(Formaldehyd/Glutaraldehyd/Polysaccharide) unterscheiden (Spinell et al. 2019). Für 
die Untersuchung der Zytotoxizität wurden zwei verschiedene Zelllinien, PDL-hTERT 
Zellen und hMSC Zellen herangezogen, da diese als adulte  Stammzellen, 
beziehungsweise als Zellen mit Stammzelleigenschaften (PDL-hTERT),  in die 
parodontale Regeneration involviert sind (Sanchez-Lara und Warburton 2012, 
Docheva et al. 2010). Diese Zellen können sich zu Zementoblasten, Osteoblasten und 
parodontalen, ligamentären Fibroblasten differenzieren (Pittenger et al. 1999, Docheva 
et al. 2010, Fujii et al. 2008). Beide Zelllinien wurden gemeinsam mit gewaschenen 
und mit ungewaschenen Membranen kultiviert und das Zellwachstum sowohl an der 
Membran als auch im Probengefäß bestimmt. Zusätzlich wurde das von den 
gewaschenen Membranen gewonnene Eluat getrennt von den Membranen auf 
Zytotoxizität getestet. Eine mögliche Schwäche dieser Untersuchung könnte in dem 
mechanischen Einfluss der Membranen auf die Zellen liegen, da die schwimmenden 
Membranen das Zellwachstum der adhärenten Zellen unter Umständen negativ 
beeinflusst haben. Dies erschwert auch den Vergleich mit den Versuchsergebnissen 
der Untersuchung des Eluats, da das Zellwachstum hier von keinen Membranen 
potentiell beeinflusst wurde. Eine weitere Schwäche der vorliegenden Studie liegt in 
der geringen Probenzahl (n=4 pro Gruppe). Eine höhere Fallzahl wäre vorteilhaft 
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gewesen, weshalb die Ergebnisse in weiteren unabhängigen Studien verifiziert werden 
sollten.  
Ebenfalls Gegenstand der Studie war die Untersuchung der Hyaluronsäurefreisetzung 
aus Barrieremembranen. Aufgrund ihrer antiödematösen- und in Abhängigkeit von der 
Molekülgröße antiinflammatorischen Wirkung, sowie der Fähigkeit zur Regulation von 
Zellteilungsmechanismen und Zellproliferation fördert HA die Wundheilung, die 
Angiogenese und Knochenneubildung und ist ein geeignetes Mittel zur Behandlung 
pathologischer Veränderungen des Parodontiums (David-Raoudi et al. 2008; Laurent 
et al. 1995; Toole et al. 2002). Entscheidend für die Wirkung von Hyaluronsäure auf 
Zellproliferation und Angiogenese ist dabei ihre Molekülgröße (West und Kumar 1989; 
Gao et al. 2010). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie nicht nur 
untersucht, ob Membranen Hyaluronsäure freisetzen, sondern zusätzlich gezielt der 
Gehalt an niedermolekularen und hochmolekularen Hayluronsäuren analysiert. 
Der Einfluss von löslichen Proteinanteilen, insbesondere Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren, in Kombination mit Knochenersatzmaterialien und 
Membranen auf die parodontale Regeneration ist bekannt (Hauser et al. 2012, Kawese 
et al. 2003, Kapp und Smola 2006), vor allem die Faktoren PDGF, welcher die 
Fibroblastenproliferation fördert, TGF  IGF und bFGF, welcher die Proliferation von 
Zellen mesenchymalen Ursprungs steigert, sind dabei von entscheidender Bedeutung 
(Okuda et al. 2003; Hodde et al. 2007; Claffey et al. 2001). Die Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren aus Barrieremembranen ist dagegen in der Literatur bisher 
nahezu nicht untersucht worden und war deshalb ebenfalls ein bedeutender Aspekt 
dieser Studie. Es wurde das Vorkommen von 40 verschiedenen Zytokinen in den 
Barrieremembranen analysiert. Allerdings war in der vorliegenden Studie aufgrund der 
limitierten Probenzahl (n=2) eine statistische Bewertung der 
Wachstumsfaktorenkonzentration nicht möglich. 
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5.2. Zellproliferation in Abhängigkeit von der Art 
der Barrieremembran 
 
 
Die Untersuchung der Zellproliferation in Abhängigkeit von der Art der Membran hat 
ergeben, dass Membranen des Typs DynaMatrix und OssixPlus sowohl bei humanen 
mesenchymalen Stammzellen als auch bei parodontalen Ligamentzellen die 
Zellproliferation am wenigsten beeinträchtigen (Spinell et al. 2019). Eine mögliche 
Erklärung für das stärkere Zellwachstum in Anwesenheit der DynaMatrix Membranen 
könnte in der anatomischen Herkunft dieses Membrantyps zu sehen sein. Als einzige 
der hier untersuchten Membranen wird diese Barrieremembran aus intestinaler 
extrazellulärer Matrix gewonnen, welche möglicherweise eine höhere biologische 
Aktivität entfaltet als Sehnengewebe und damit die Migration, Differenzierung und 
Proliferation verschiedener Zellarten stärker fördert (Shi und Ronfard 2013; Nihsen 
2008; Mc Devitt, 2003). Ein weiterer Grund für die starke Zellproliferation könnte in der, 
ebenfalls in dieser Studie nachgewiesenen, vergleichsweise großen Menge des in 
DynaMatrix Membranen vorkommenden Wachstumsfaktors bFGF begründet sein 
(Spinell et al. 2019). Auch hinsichtlich dieses Aspekts, scheint der anatomische 
Ursprung von DynaMatrix Membranen entscheidend zu sein, da intestinale Matrix 
möglicherweise einen höheren natürlichen Gehalt an bFGF aufweist als 
Sehnengewebe. Viele Studien bestätigen das Vorkommen von bFGF in small 
intestinale submucosa, dem Ursprung von DynaMatrix Membranen (Hodde et al. 2001; 
Hodde et al. 2007, McDevitt et al. 2003; Shapiro et al. 2015; Voytik- Harbin et al. 1997; 
de la Fuente et al. 2003). Das Vorkommen von bFGF in Sehnengewebe wurde in 
diversen Studien untersucht. Chang et al. konnten in einer Untersuchung zur 
Quantifizierung von bFGF-mRNA an einem Kaninchenmodell zeigen, dass bFGF 
sowohl von Tenozyten als auch den Zellen der umgebenden Sehnenscheide 
produziert wird (Chang et al. 1998, Hofmann 2016). Eine Studie von Molloy et al. 
belegt das Vorkommen und die vermehrte Produktion und Freisetzung von bFGF und 
anderen Wachstumsfaktoren im Rahmen von Sehnenverletzungen (Molloy et al. 2003). 
Die Zugabe des Wachstumsfaktors bFGF zu verletztem Sehnengewebe fördert 
demnach die Zellproliferation und ist somit von Bedeutung für die Wundheilung. Eine 
Studie von Chan et al. bestätigt die Steigerung der Zellproliferation durch bFGF. Durch 
Zugabe von bFGF in einer Dosis von 2 μg/L und 10 μg/L wurde die Zellproliferation 
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signifikant erhöht beziehungsweise ein nahezu vollständiger Wundverschluss erreicht 
(Chan et al. 1997, Hofmann 2016). Die in den genannten Studien untersuchten bFGF-
Dosen, welche die Zellproliferation positiv begünstigt haben, entsprechen den bFGF-
Mengen, welche in der vorliegenden Studie nachgewiesen werden konnten. In dieser 
Studie wurde bFGF in einer Dosis von 5-8 ng/ml aus den Membranen gelöst, was in 
etwa der gleichen Größenordnung entspricht. In einer Untersuchung von Chan et al. 
wurden ebenfalls verschiedene Mengen bFGF in Patellarsehendefekte injiziert und 
eine dosisabhängige Steigerung der Zellproliferation beobachtet (Chan et al. 2000). 
Die Ergebnisse decken sich mit einer Studie von Fukui et al., welche eine 
dosisabhängige Verbesserung der Bildung von Sehnengewebe durch bFGF feststellen 
konnte. Diverse Untersuchungen haben ergeben, dass niedrige Dosierungen von 
bFGF die Sehnenheilung positiv beeinflussen, während sich höhere bFGF Dosen 
negativ auf die Gewebeheilung auswirken (Fukui et al. 1998; Hankemeier et al. 2005; 
Chan et al. 1997, Hofmann 2016). Im Kontrast zu den bereits genannten Studien, in 
welchen bFGF die Sehnenheilung begünstigt hat, stehen Untersuchungen, welche 
keinen signifikanten Einfluss von bFGF auf die Sehnenheilung beobachten konnten 
(Kraus et al. 2014, Hofmann 2016). Insgesamt scheint in Sehnengewebe eher die 
Zugabe von bFGF entscheidend für die Steigerung der Zellproliferation zu sein, 
während small intestinale submucosa das Zellwachstum direkt durch einen hohen 
natürlichen Gehalt an bFGF positiv beeinflusst.  
Ohne FGF wäre eine physiologische Zelldifferenzierung nicht möglich, es induziert die 
Proliferation und Migration von Fibroblasten, mesenchymalen Stammzellen, Endothel- 
und Epithelzellen und fördert die Regeneration und Neubildung von Gewebe und 
Gefäßen (Ornitz und Itoh 2001; Shu et al. 2016; Xie et al. 2006; Folkman und 
Klagsbrun 1987; Chan et al 1997). Verschiedene Studien belegen den Einfluss von 
bFGF auf Zelllinien, welche bei parodontalen Heilungsprozessen von großer 
Bedeutung sind (Takayama et al. 1997, Murakami et al. 1999, Shimazu und Morishita 
2003). Takayama et al. konnten in einer Untersuchung zeigen, dass bFGF die 
Proliferation von PDL Zellen dosisabhängig beeinflusst. Bei einer Konzentration von 10 
ng/ml war der Einfluss von bFGF auf die PDL- Zellproliferation am größten (Takayama 
et al. 1997). In einer Untersuchung von Tan et al. wurde der Einfluss von bFGF auf die 
Proliferation und Migration von Osteoblasten und PDL Zellen untersucht. Hierfür 
wurden die Zellen in Medium mit und ohne bFGF kultiviert. Sowohl das Zellwachstum 
der Osteoblasten als auch das der PDLs wurde durch bFGF stimuliert (Tan et al. 
2005). Eine Studie von Murakami et al. hat ebenfalls gezeigt, dass bFGF die 
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Proliferation von PDL Zellen fördert und somit die parodontale Regeneration positiv 
beeinflusst (Murakami et al. 1999). Auch das Zellwachstum von hMSCs wird durch 
bFGF beeinflusst. Diverse Studien haben gezeigt, dass bFGF die Proliferation und 
Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen begünstigt (Ying et al. 
2005, Solchaga et al. 2005, Tsutsumi et al. 2001, Zaragosi et al. 2006). Der Einfluss 
von bFGF auf die Proliferation der hMSCs scheint dosisabhängig zu sein, geringe 
bFGF Dosen haben das Zellwachstum signifikant gesteigert (Ying et al. 2005).  
Die Vermutung, dass die Stimulierung des Zellwachstums bei DynaMatrix- und 
OssixPlus Membranen auf bFGF zurückzuführen ist, kann durch die vorliegende 
Studie allerdings nur bedingt bestätigt werden. So konnte einerseits nachgewiesen 
werden, dass die Zellproliferation der PDLs bei DynaMatrix Membranen, welche 
singnifikante Mengen an bFGF enthalten, am größten war, bei hMSC Zellen hingegen 
war dies nicht der Fall. Stattdessen zeigen die Ergebnisse, dass die Zellproliferation 
der hMSCs an ungewaschenen OssixPlus Membranen bessere Resultate erzielt hat. 
In OssixPlus Membranen, welche kollagenen Ursprungs sind, konnte in dieser 
Untersuchung jedoch kein bFGF nachgewiesen werden, weshalb das starke 
Zellwachstum hier auf eine andere Ursache zurückzuführen sein muss. Es kann daher 
nur tendenziell angenommen werden, dass bFGF das Zellwachstum beeinflusst. Bei 
DynaMatrix Membranen scheint dies der Fall zu sein. Nachdem jedoch auch andere in 
den Membranen enthaltene Bestandteile wie Hyaluronsäure oder weitere 
Wachstumsfaktoren eine Rolle bei der Proliferation der Zellen spielen könnten und es 
durch die Abhängigkeit vom jeweiligen Spendergewebe zu starken Abweichungen in 
der Konzentration von bFGF kommt, kann in dieser Studie keine eindeutige Aussage 
bezüglich des tatsächlichen Einflusses von bFGF auf das Zellwachstum getroffen 
werden. Es sollte daher Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, den effektiven 
Einfluss von bFGF und anderen Einflussfaktoren auf die Zellproliferation im Vergleich 
zu Membranen ohne bFGF zu spezifizieren.  
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5.3. Zellproliferation in Abhängigkeit von der 
Vorbehandlung und Quervernetzung der 
Membran 
 
 
5.3.1. Zellproliferation in Abhängigkeit von der Vorbehandlung 
(Waschen) der Membran 
 
Die Analyse der Zellproliferation in Abhängigkeit von der Vorbehandlung der Membran 
(Waschen) zeigt, dass bei PDL-hTERT Zellen das Zellwachstum durch Waschen von 
DynaMatrix Membranen signifikant stimuliert wird. Bei hMSC Zellen hingegen wurde 
die Zellproliferation bei keiner der untersuchten Membranen durch vorangehendes 
Waschen gesteigert. Die Steigerung der Proliferation der PDL-hTERT Zellen durch das 
Waschen von DynaMatrix Membranen könnte darin begründet liegen, dass beim 
Waschvorgang weitere, ohne das Waschen eventuell nicht wirkende 
Wachstumsfaktoren freigesetzt werden. Des Weiteren könnten möglicherweise 
zytotoxisch wirkende Inhaltsstoffe durch das Waschen eliminiert und dadurch das 
Zellwachstum positiv beeinflusst worden sein. Andererseits besteht die Möglichkeit, 
dass durch das Waschen der Membranen die enthaltenen Wachstumsfaktoren 
ausgewaschen werden und die Zellproliferation an den anderen Membranen dadurch 
beeinträchtigt wurde. Bisher gibt es nicht viele Studien, die den Einfluss eines 
vorangehenden Waschens der Membranen auf das Wachstum von Zellen untersucht 
haben. Eine Studie von Liu et al. hat den Einfluss von Kollagenmembranen sowie 
deren Wascheluat auf die Proliferation von humanen mesenchymalen Stammzellen 
untersucht. Unter Verwendung des Zellproliferationsreagenzes WST-1 sollte 
festgestellt werden, ob durch das Waschen der Membranen in Zeiträumen von 10 
Minuten, einer Stunde und 24 Stunden toxische Substanzen freigesetzt werden, 
welche die Zellproliferation der hMSCs beeinflussen. Die Ergebnisse der Studie 
zeigen, dass die Zytotoxizität der Wascheluate insgesamt gering war und mit 
zunehmender Inkubationsdauer abgenommen hat. Zudem ist festgestellt worden, dass 
ein vorangehendes Waschen der Membranen die Zellproliferation der humanen 
mesenchymalen Stammzellen positiv beeinflussen könnte (Liu et al. 2011). Bei der 
Entscheidung, ob eine Membran vor der Applikation in den Defekt gewaschen werden 
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sollte oder nicht, müssen auch die entsprechenden Herstellerangaben berücksichtigt 
werden. Andernfalls besteht die Gefahr, dass die Membranen durch das Waschen 
beim Zuschneiden auf die entsprechende Defektgröße reißen oder nicht richtig 
adaptiert werden können. BioGide Membranen sollten gemäß Herstellerangabe 
trocken appliziert werden. BioMend Membranen können sowohl trocken als auch 
hydratisiert durch vorangehendes Waschen in sterilem Wasser oder Kochsalzlösung 
verwendet werden. OsseoGuard Membranen können ebenfalls trocken oder feucht in 
den Defekt eingebracht werden. Für die Verwendung in hydratisierter Form empfiehlt 
der Hersteller ein fünfminütiges Waschen in sterilem Wasser oder Kochsalzlösung. 
OssixPlus Membranen sollten feucht angewandt und hierfür vor dem Gebrauch drei 
Minuten in Kochsalzlösung gewaschen werden. DynaMatrix Membranen sollten idealer 
Weise trocken appliziert werden, alternativ ist laut Hersteller auch die Verwendung von 
in steriler Kochsalzlösung oder isotonischer Lösung gewaschenen Membranen 
möglich. In der vorliegenden Studie hatte einzig das Waschen von DynaMatrix 
Membranen einen signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum der PDLs, bei den 
anderen Membranen konnte durch ein vorangehendes Waschen kein signifikanter 
Einfluss auf die Zellproliferation nachgewiesen werden. Dies könnte dadurch bedingt 
sein, dass wenn überhaupt sowohl zytotoxische, als auch neutrale und 
wachstumsstimulierende Stoffe in gleichen Mengen aus den Membranen herausgelöst 
werden. Die Membranen wurden in dieser Studie über einen Zeitraum von 72 Stunden 
gewaschen, was deutlich länger als die von den Herstellern empfohlene Zeitangabe 
ist, trotzdem wurde kein signifikanter Einfluss auf die Zellproliferation festgestellt. Es 
erscheint daher unwahrscheinlich, dass das Waschen der Membranen im klinischen 
Gebrauch, bei welchem die Membranen nur für wenige Minuten befeuchtet werden, 
Einfluss auf das Zellwachstum hat. Ein interessanter Gegenstand weiterer Studien 
wäre die Untersuchung, zu welchem Zeitpunkt welche Komponente der Membran im 
Laufe der Wundheilung nach Platzierung der Membran unter der Schleimhaut zum 
Tragen kommt.  
 
 
5.3.2. Zellproliferation in Abhängigkeit von der Quervernetzung 
der Membran 
 
Der Vergleich des Zellwachstums an den Membranen hat ergeben, dass bei 
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ungewaschenen OssixPlus Membranen nicht nur in den Wells, sondern auch an den 
Membranen selbst ein deutlich erkennbares Zellwachstum stattfand (Spinell et al. 
2019). Dies war bei den anderen Membrantypen nicht in diesem Ausmaß erkennbar, 
die unter Verwendung von WST-1 gemessene Zellzahl war an der Membran meist 
geringer als an der Wand des Probengefäßes. Die Erkenntnis, dass das Wachstum der 
an OssixPlus Membranen haftenden Zellen größer als das Wachstum an den anderen 
untersuchten Membranen ist, zeigt, dass eine Quervernetzung des Kollagens sich im 
Vergleich zu nativen Kollagenmembranen nicht per se negativ auf die Gewebe- und 
Knochenregeneration auswirken muss. Stattdessen könnte es ein Hinweis darauf sein, 
dass sich die verschiedenen Aufbereitungs- und Vernetzungstechniken des Kollagens 
unterschiedlich auf die Biokompatibilität der Membranen auswirken und eine 
Quervernetzung über Polysaccharide wie bei OssixPlus Membranen im Gegensatz zur 
Quervernetzung über Glutaraldehyd oder Formaldehyd, wie es bei BioMend- bzw. 
OsseoGuard Membranen der Fall ist, das Zellwachstum deutlich weniger 
beeinträchtigt. Dass eine Quervernetzung über Glutaraldehyd die Biokompatibilität 
herabsetzt und zytotoxische Effekte verursacht, konnte bereits in früheren Studien 
nachgewiesen werden (Speer et al. 1980; Wiebe et al. 1988; Ichikawa et al. 1997; 
Jorge-Herrero et al. 2010). 
Bisher gibt es nur wenige Studien, die die Biokompatibilität von nativen und 
quervernetzten Kollagenmembranen untersucht haben. Marinucci et al. konnten in 
einer Studie zur Beurteilung der Biokompatibilität verschiedener Kollagenmembranen 
feststellen, dass an über Glutaraldehyd quervernetzten Biomed Extend Membranen 
und nicht quervernetzten BioGide Membranen ein geringeres Zellwachstum stattfand 
als an Membranen, die über Diphenylphosphorylazid (DPPA) quervernetzt sind 
(Marinucci et al. 2003). Dies stimmt mit den in unserer Untersuchung ermittelten 
Ergebnissen zum Zellwachstum an BioGide Membranen überein. Interessanterweise 
haben diese Membranen trotz fehlender Quervernetzung eine relativ hohe 
Zytotoxizität. 
In einer Studie von Wang et al. wurde ebenso die Anlagerung und Proliferation von 
tierischen Osteoblasten der Maus (MC3T3-E1-Osteoprogenitorzellen) an sechs 
verschiedenen GBR/GTR Membranen nach 1,5 Stunden und nach 24 Stunden 
untersucht. Eine Zellulose-Ester-Membran (MF) diente als Kontrolle. Nach 1,5 Stunden 
ist an MF eine mittlere Zellzahl von 27,5+/- 2,1 (MW +/- SD) und nach 24 Stunden von 
67,7 +/- 3,6 (MW +/- SD) ermittelt worden. Das Zellattachment war signifikant höher als 
an allen GBR/GTR Membranen, so betrug die Zellzahl beispielsweise an der BioMend 
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Membran nur 14,5 +/- 1,4 (MW +/- SD) nach 1,5 Stunden und 15,4 +/- 0,9 (MW +/- SD) 
nach 24 Stunden (Wang et al. 2002). Die quervernetzte BioMend Kollagenmembran 
fördert demnach initial die Anlagerung der Osteoblasten, ein weiteres Zellwachstum 
nach 1,5 Stunden konnte allerdings nicht festgestellt werden. Die Ursache dafür könnte 
in der Quervernetzung der Kollagenmembran zur Verlängerung ihrer Resorptionsdauer 
liegen.  
In eine Studie von Rothamel et al. wurde die Proliferation von humanen PDL- 
Fibroblasten und SaOs-2 Osteoblasten an Kollagenmembranen untersucht. Beide 
Zelllinien wiesen an BioMend Membranen die geringste Zellproliferation auf. An 
BioGide- und Ossix  Membranen war das Zellwachstum signifikant höher (Rothamel et 
al. 2004).  
Die Ergebnisse der Studien variieren, was in der Verwendung der beiden 
verschiedenen menschlichen Zelllinien begründet sein kann. Auch die Tatsache, dass 
es sich bei SaOs-2-Zellen um keine primäre Osteoblastenzelllinie, sondern um 
immortalisierte Zellen aus einem Osteosarkom handelt, kann zu Einschränkungen der 
knochenzellähnlichen Eigenschaften, wie beispielsweise verringerten 
Kalzifizierungsraten führen (Rothamel et al. 2004). Die Studien bestätigen das 
Ergebnis der vorliegenden Untersuchung, dass das Zellwachstum an quervernetzten 
Kollagenmembranen nicht per se schlechter als an nativen Kollagenmembranen ist. 
Auch in dieser Studie wurden Unterschiede in der Membranzytotoxizität auf hMSCs 
und PDLs beobachtet. So konnte gezeigt werden, dass die Membranen das 
Zellwachstum der PDLs relativ stark beeinflussen, während sie kaum Einfluss auf die 
Proliferation der hMSC Zellen haben. Im Eluat hingegen sind die hMSC Zellen 
unterschiedlich gewachsen.  
 
 
5.4. Nachweis von Hyaluronsäure in den 
Barrieremembranen 
 
 
Die Funktion und Wirkung von Hyaluronsäure ist abhängig von deren 
Molekulargewicht. Es wird zwischen hochmolekularem HA (>1.000.000 Da) und 
niedermolekularem HA (<500.000 Da) unterschieden (Petrey und De la Motte 2014). 
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Je nach molekularer Größe kann Hyaluron unterschiedliche biologische Wirkungen wie 
die Regulation von Entzündungsgeschehen, Wundheilung, Angiogenese sowie 
Zellproliferation und -migration beeinflussen (De la Motte et al. 2003; Toole 2004; 
Powell und Horton 2005; West und Kumar 1989). Im Rahmen von 
Entzündungsvorgängen besitzt hochmolekulare Hyaluronsäure die Fähigkeit, 
intrazellular sog. Stress-Kabel auszubilden, welche Entzündungszellen abfangen, sie 
wirkt anti-inflammatorisch und immunsuppressiv (De la Motte et al. 2003). HA- 
Oligosaccharide induzieren in dendritischen Zellen die Expression von 
inflammatorischen Genen (Termeer et al 2000), ihnen wird eine proinflammatorische 
Wirkung sowie Immunstimulation zugeschrieben (Toole 2004). Niedermolekulare 
Hyaluronsäurefragmente fungieren bei Entzündungen oder Verletzungen als sog. 
„Gefahren-Moleküle“ (Sun 2002). Auch bei der Regulation der Wundheilung ist 
Hyaluronsäure von Bedeutung, sie wird in verletztem Gewebe, verglichen mit 
gesundem Gewebe, verstärkt synthetisiert (Whitby et al. 1992, Weitzhandler et al. 
1992, Lawrence et al. 1994) und regt die Fibroblastenmigration (Toole et al. 1993) und 
Zellproliferation an (Knudson et al., 1985, Sherman et al. 1994). Auch bei der 
Angiogenese, der Neubildung von Blutgefäßen, sowie der Zellproliferation und 
Zellmigration spielt Hyaluronsäure eine wichtige Rolle. Niedermolekulare 
Hyaluronsäure scheint die Angiogenese, Neovaskularisation, Zellproliferation und 
Zellmigration zu fördern (West und Kumar 1989; Pistorius et al. 2005; Gao et al. 2010). 
Einige Studien konnten übereinstimmend eine Steigerung der Zelldifferenzierung durch 
niedermolekulare Hyaluronsäure zeigen (Fujioka-Kobayashi et al. 2017, Zhao et al. 
2016, Zou et al. 2008, Gu et al. 2010). Niedermolekulares HA und HA Oligosaccharide 
stimulieren die Endothelzellproliferation und fördern dadurch die Angiogenese (Toole 
und Hascall 2002). Bei der Wirkung von hochmolekularer Hyaluronsäure auf die 
Differenzierung und Proliferation von Zellen variieren die Ergebnisse verschiedener 
Studien. Einige Untersuchungen haben ergeben, dass hochmolekulare Hyaluronsäure 
die Angiogenese und Zellproliferation hemmt und die Osteoblastenanreicherung sowie 
Regeneration von Knochen fördert (Sasaki und Watanabe 1995, Fujioka-Kobayashi et 
al.2017; West und Kumar 1987; West und Kumar, 1989; Folkmann 1987; Kaneko et al. 
2015). Eine Untersuchung von Takeda et al. hat dagegen ergeben, dass 
hochmolekulares Hyaluron die Proliferation und Adhäsion von PDL Zellen steigert 
(Takeda et al. 2011). Auch eine Studie von Fujioka-Kobayashi et al., welche den 
Einfluss von quervernetzter und nicht quervernetzter hochmolekularer Hyaluronsäure 
auf parodontale Ligamentzellen untersucht hat, konnte zeigen, dass die Zellzahl durch 
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hochmolekulares Hyaluron signifikant angestiegen ist, weshalb ein positiver Einfluss 
von hochmolekularer Hyaluronsäure auf die parodontale Geweberegeneration 
vermutet wird (Takeda et al., Fujioka-Kobayashi et al. 2017). Eine weitere Studie 
belegt ebenso, dass hochmolekulares Hyaluron die Differenzierung mesenchymaler 
Stammzellen fördert (Hempel et al. 2012). Die widersprüchlichen Ergebnisse der 
Wirkung von hochmolekularer Hyaluronsäure könnten durch die Unterschiede im 
Molekulargewicht und der Konzentration der untersuchten Hyaluronsäure begründet 
sein (Fujioka-Kobayashi et al. 2017). Die Untersuchung des Hyaluronsäuregehalts in 
der vorliegenden Studie hat ergeben, dass hinsichtlich der Menge und molekularen 
Größe des Hyalurons deutliche Unterschiede zwischen den Membrantypen bestehen. 
Die Studie hat gezeigt, dass BioMend- und BioGide Membranen nur hochmolekulares 
Hyaluron freisetzen. DynaMatrix Membranen sind die einzigen, die größere Mengen 
sowohl an nieder als auch an hochmolekularem Hyaluron freisetzen. Insgesamt haben 
jedoch alle getesteten Membranen mit Ausnahme von OssixPlus Membranen 
Hyaluronsäure enthalten. Ein Grund hierfür könnte sein, dass sich das 
Quervernetzungsverfahren der OssixPlus Membranen, welche als einzige der 
untersuchten Membranen über Polysaccharide quervernetzt sind, negativ auf den 
Hyaluronsäuregehalt auswirkt. Zudem hat Hyaluronsäure in erster Linie Einfluss auf 
die Angiogenese (Toole et al. 20022), weniger auf das von uns untersuchte 
Zellwachstum. Dennoch scheint es möglich, dass ein hoher Gehalt an 
niedermolekularem Hyaluron auch das Wachstum der Zellen fördert, da bei 
DynaMatrix Membranen, welche den größten Anteil an niedermolekularem Hyaluron 
aufwiesen, sowohl bei hMSC Zellen als auch bei PDL Zellen ein großes Zellwachstum 
festgestellt werden konnte. Was dagegensprechen könnte, ist die Tatsache, dass in 
unserer Studie in OssixPlus Membranen keine Hyaluronsäure nachgewiesen werden 
konnte, andererseits das Wachstum der hMSC Zellen an ungewaschenen OssixPlus 
Membranen am größten war. Es muss berücksichtigt werden, dass in der vorliegenden 
Studie nur eine vergleichsweise geringe Probenzahl von Membranen im Rahmen einer 
Pilotstudie hypothesengenerierend auf ihren Hyaluronsäuregehalt untersucht wurde. 
Es scheint derzeit keine anderen Studien zu geben, die den Hyaluronsäuregehalt in 
GBR/GTR Membranen untersucht haben, weshalb ein Vergleich der Daten nicht 
möglich ist. Inwiefern der Gehalt an Hyaluronsäure einen Einfluss auf die Wundheilung 
hat, muss in weiteren Studien spezifiziert werden. 
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5.5. Nachweis von Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren in den 
Barrieremembranen 
 
 
In der vorliegenden Studie variiert die Menge der Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren, welche aus den Membranen freigesetzt werden, stark. Der 
Vergleich von Proben verschiedener Membranen lieferte unterschiedliche Werte im 
Vorkommen und in der Menge der nachgewiesenen Wachstumsfaktoren. Dies kann 
verschiedene Ursachen haben, als problematisch kann insbesondere jedoch die sehr 
geringe Probenzahl angesehen werden. Ein Grund für die Varianz der 
nachgewiesenen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren könnte in der 
Entnahmestelle des verwendeten Materials liegen. Eine Studie von Hermann hat 
beispielsweise gezeigt, dass bei autologem Knochenersatzmaterial die für die 
Knochenregeneration förderlichen Wachstumsfaktoren sowohl in der Spülflüssigkeit, 
welche beim Bohren anfällt, als auch im thrombozytenreichen Plasma (Platelet Rich 
Plasma, PLP) und dem aufbereiteten thrombozytenarmen Plasma (Platelet Poor 
Plasma, PPP), nachgewiesen werden konnten (Herrmann 2015). Der in den 
Materialien enthaltene Gehalt an Wachstumsfaktoren könnte somit vom anatomischen 
Ursprung des zur Membranherstellung herangezogenen Gewebes abhängen. 
Einschränkend haben bisher nur wenige Studien den Gehalt an Wachstumsfaktoren in 
den unterschiedlichen Materialien vergleichend untersucht. In einer Arbeit von 
Wildemann et al. konnte gezeigt werden, dass die Menge von Wachstumsfaktoren in 
drei unterschiedlichen allogenen Knochentransplantaten schwankt (Wildemann et al. 
2007). Eine Studie aus dem Jahr 2015 analysierte den Gehalt von acht 
Wachstumsfaktoren, nämlich BMP-2, BMP-4, TGF- β1, FGFa, bFGF, IGF- 1, PDGF 
und VEGF in Beckenkammknochen, Bohrmehl, Spülflüssigkeit, PRP und PPP. Die 
Konzentrationen von FGFa, PDGF, IGF-1, BMP-2 und TGF- β1 in 
Beckenkammknochen und Bohrmehl waren vergleichbar, bFGF und VEGF kamen im 
Beckenkammknochen in deutlich höherer Konzentration vor. Die Menge der in der 
Spülflüssigkeit enthaltenen Wachstumsfaktoren waren teilweise vergleichbar mit der im 
PRP. Zwischen PRP und PPP gab es deutliche Unterschiede im Gehalt der Faktoren 
VEGF, PDGF, TGF-ß1 und BMP-2 (Herrmann 2015). 
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Eine weitere Ursache für die voneinander abweichenden Konzentrationen der 
untersuchten Wachstums- und Differenzierungsfaktoren könnte im Geschlecht des 
Spenders liegen. In einer Studie von Pietrzak et al. wurde festgestellt, dass die 
Konzentration von BMP-2 und BMP-4 von weiblichen Spendern signifikant größer war 
als die von männlichen Spendern (Pietrzak et al. 2006).  
Auch das Alter der Spender könnte Einfluss auf den Gehalt an Wachstumsfaktoren 
nehmen.  Mit zunehmendem Alter scheint der Gehalt an Wachstumsfaktoren im 
Knochen abzunehmen (Boonen et al. 1997).  
Ebenso können die Verarbeitung und interindividuelle Unterschiede der Spender eine 
Erklärung für die Varianz der Wachstumsfaktoren sein (Kalen et al. 2008). Zusätzlich 
muss bei der Analyse der gewonnenen Daten berücksichtigt werden, dass der in 
unserer Studie verwendete Test zum Nachweis humaner Wachstumsfaktoren dient, 
die untersuchten Membranen aber tierischen Ursprungs sind und somit tierische 
Faktoren enthalten. 
DynaMatrix Membranen werden aus Dünndarmmukosa von Schweinen hergestellt 
(Keystone Dental). In SIS konnten unter anderem die Wachstumsfaktoren VEGF, TGF- 
β und bFGF nachgewiesen werden (Hodde et al. 2001; McDevitt et al. 2003; Shapiro et 
al. 2015; Voytik- Harbin et al. 1997). Dies stimmt zum Teil mit den in unserer Studie 
gewonnen Ergebnissen überein. Sowohl bFGF als auch TGF wurden in DynaMatrix 
Membranen detektiert, VEGF konnte dagegen nicht angetroffen werden.  
BioGide und OssixPlus Membranen werden aus Kollagen porcinen Ursprungs 
gewonnen, BioMend- sowie OsseoGuard Membranen stammen aus bovinen 
Achillessehnen (Geistlich; Zimmerdental). Im Kollagen gesunder Sehnen scheint der 
Wachstumsfaktor IGF-1 anzutreffen zu sein, zusätzlich konnten im Rahmen von 
Heilungsprozessen in Sehnen die Faktoren bFGF, VEGF, TGF-β sowie BMPs 
nachgewiesen werden (James et al. 2008; Petersen et al. 2003; Scott et al. 2008). Vor 
allem bFGF scheint hinsichtlich der Regeneration von Sehnengewebe von Bedeutung 
zu sein. Diverse Studien belegen das Vorkommen von bFGF in Sehnengewebe 
(Chang et al. 1998, Hofmann 2016). Untersuchungen von Molloy et al. und Chan et al. 
konnten das Vorkommen sowie die vermehrte Produktion und Freisetzung von bFGF 
im Rahmen von Sehnenverletzungen zeigen, wobei hauptsächlich niedrige bFGF 
Dosen die Zellproliferation und somit die Sehnenheilung positiv zu beeinflussen 
scheinen (Molloy et al. 2003, Chan et al. 1997, Fukui et al. 1998).  
In unserer Studie enthielten die Membranen aus Schweinekollagen weder IGF-1 noch 
VEGF, es konnten jedoch in BioGide Membranen TGF-β und BMPs, in OssixPlus 
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Membranen TGF-β, bFGF und BMPs festgestellt werden. BioMend Membranen aus 
Rinderkollagen enthielten kein VEGF und kein bFGF, die Faktoren IGF-1, TGF-β sowie 
BMPs wurden dagegen nachgewiesen.
Zusammenfassung   
90 
6. Zusammenfassung 
 
 
Im Rahmen der gesteuerten Gewebe- und Knochenregeneration finden verschiedene, 
nach unterschiedlichen Quervernetzungsverfahren vorbehandelte chirurgische 
Barrieremembranen Verwendung. Ziel dieser Studie war es, Membranen hinsichtlich 
ihrer biologischen Wirkungen auf humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) und 
parodontale Ligamentzellen (PDL-hTERT) zu untersuchen. Zusätzlich sollte der Gehalt 
an lösbaren Hyaluronsäuren mit niedrigem und hohem Molekulargewicht sowie von 
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren bestimmt werden.  
Untersucht wurden fünf Membrantypen xenogenen Ursprungs, darunter vier aus 
Kollagen (BioGide, Geistlich Pharma AG; BioMend, Zimmer Dental; OsseoGuard, 
Zimmer Biomet; OssixPlus, Datum Dental) und eine aus extrazellulärer Matrix 
(DynaMatrix, Keystone Denta). hMSCs und PDLs wurden mit gewaschenen und 
ungewaschenen Membranen kultiviert und das Zellwachstum mit Hilfe des WST-1 
Tests ermittelt. Die Bestimmung der Hyaluronsäurefreisetzung erfolgte mittels ELISA, 
der Gehalt der Barrieremembranen an Wachstums- und Differenzierungsfaktoren 
wurde mit einem Multiplex-ELISA gemessen (Spinell et al. 2019). 
Die Untersuchung der Zellproliferation in Abhängigkeit von der Art der 
Barrieremembran hat ergeben, dass DynaMatrix- und OssixPlus Membranen die 
Proliferation von hMSCs und PDLs am stärksten fördern, ebenso hat das Wascheluat 
der extrazellulären DynaMatrix Membran die Zellproliferation gefördert. Die 
Vorbehandlung (Waschen) von DynaMatrix Membranen stimuliert die Proliferation von 
PDL-hTERT Zellen zusätzlich. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Quervernetzung von 
Kollagenmembranen das Zellwachstum nicht beeinträchtigt, da an quervernetzten 
OssixPlus Membranen die größte Menge von direkt an den Membranen haftenden 
Zellen nachgewiesen werden konnte, es zeigt sich ein Trend zur Stimulierung des 
Zellwachstums. 
Die Untersuchung des Hyaluronsäuregehalts der Membranen ergab, dass alle 
Membranen außer OssixPlus Membranen Hyaluronsäure enthalten. DynaMatrix 
Membranen sind dabei die einzigen, die sowohl hochmolekulares- als auch 
niedermolekulares Hyaluron in signifikanter Menge freisetzen.  
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Auch die Freisetzung von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren hat zwischen den 
Membranen stark variiert und scheint von verschiedenen Einflussfaktoren wie der 
Entnahmestelle des Ursprungsgewebes der Barrieremembranen, der Verarbeitung 
sowie interindividuellen Faktoren abzuhängen. Die Konzentration der meisten Faktoren 
lag zwischen 10-500 ng/ml, eine deutlich höhere Konzentration des Faktors bFGF 
wurde in DynaMatrix Membranen ermittelt (Spinell et al. 2019).
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7. Anhang 
 
 
7.1. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
A.a.   Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
AR   Amphiregulin 
BDNF   Brain-derived neurotrophic factor 
bFGF   Fibroblast Growth Factor b 
BG   BioGide Membran 
BM   BioMend Membran 
BMP   Bone Morphogenetic Protein 
BMSSC  Bone marrow stromal stem cells 
b-NGF   Brain nerve growth factor    
DBBM   Deproteinized bovine bone mineral 
DFDBA  Demineralized freezedried bone allograft  
(= demineralisierter, entkalkter, gefriergetrockneter Knochen) 
DFDBM  Demineralized freezedried bone matrix (= demineralisierte, 
entkalkte Knochenmatrix) 
DM DynaMatrix Membran 
D-MEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
ECM   Extrazelluläre Matrix 
EGF   Epidermal Growth Factor 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
e-PTFE  Expandiertes Polytetrafluorethylen 
FBS   Fetal Bovine Serum 
FGF   Fibroblast Growth Factor 
GBR Guided bone regeneration (= gesteuerte Knochenregeneration) 
GDF  Growth and differentiation factor 
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GDNF  glial cell line-derived neurotrophic factor 
GH  Growth hormone 
GTR  Guided tissue regeneration (= gesteuerte Geweberegeneration) 
HA   Hyaluronsäure  
HGF   Hepatocyte Growth Factor 
hMSC   Humane mesenchymale Stammzellen 
hTERT   Humane Telomerase Reverse Transkiptase 
IGF-I   Insulin-like Growth Factor-I 
IGF-II   Insulin-like Growth Factor-II 
IGFBP   Insulin-like growth factor binding protein 
MCF    Macrophage Chemotactic Factor Receptor 
MEM   Minimum Essential Medium 
NGF   Nerve Groth Factor 
NT   Neutrophin 
NW   Nicht gewaschen 
OG   OsseoGuard Membran 
OPG   Osteoprotegrin  
OX   OssixPlus Membran 
PBS   Phosphat Buffered Saline 
PDGF   Platelet- Derived Growth Factor 
PDL   Parodontales Ligament  
PEG   Polyethylenglykol 
PGA   Polyglycolide (= Polyglykolide) 
P.g.   Porphyromonas gingivalis 
PIGF   Placental Growth Factor 
PLA   Polyactic acid (= Polylaktide) 
SCF   Stem Cell Factor 
TGF-   Transforming Growth Factor  
TGF-1  Transforming Growth Factor 1 
TGF-2  Transforming Growth Factor 2 
TGF-3  Transforming Growth Factor 3    
VEGF   Vascular Epithelial Growth Factor 
WST1    Tertazoliumsalz 
W   Gewaschen 
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7.2. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis 
 
 
Tabelle 1 Übersicht über die verwendeten Membranen  
mit Angabe von Zusammensetzung, Ursprung, Gewebe und 
Quervernetzung (Spinell et al. 2019)    27 
 
Tabelle 2 Übersicht über die verwendeten Membranen mit Angabe des 
Herstellers        27 
 
Tabelle 3 Übersicht über die verwendeten Chemikalien und Reagenzien mit 
Angabe des Herstellers      28 
 
Tabelle 4 Übersicht über die verwendeten Materialien mit Angabe des  
Herstellers        29 
 
Tabelle 5 Übersicht über die verwendeten Geräte mit 
  Angabe der Typenbezeichnung und des Herstellers  30 
 
Tabelle 6 Protokoll zur Passagierung der Zellen        33 
 
Tabelle 7 Membrananordnung in allen Versuchen. In den 24-Wellplatten 
befinden sich in der ersten Spalte je vier BioGide Membranen, in 
der zweiten Spalte je vier BioMend Membranen, in der dritten 
Spalte je vier DynaMatrix Membranen, in der vierten Spalte je vier 
OsseoGuard Membranen, in der fünften Spalte je vier OssixPlus 
Membranen und in der sechsten Spalte je vier Positivkontrollen.
          36 
 
Tabelle 8 Übersicht über 40 Proteinanteile, die mit dem „Human Growth 
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Factor Array 1“ (RayBiotech, USA) nachgewiesen werden  
können.        48 
 
Tabelle 9 Hyaluronsäurekonzentrationen der verschiedenen Membranen 
nach Molekulargewicht. Für BioGide (BG-), BioMend (BM)-, 
DynaMatrix (DM)- und OssixPlus (OX)- Membranen ist jeweils der 
Mittelwert der Absorption (MW), die Standardabweichung der 
Absorption (SD), die Hyaluronsäurekonzentration (ng/ml) und das 
Molekulargewicht der Hyaluronsäure (kDa) dargestellt. BG, BM 
und OX setzen kein niedermolekulares Hyaluron frei, OX auch 
kein hochmolekulares Hyaluron. Nur in DM Membranen wurden 
signifikante Mengen von niedermolekularem Hyaluron festgestellt. 
         68 
 
Abbildung 1 Reaktionsweg des Tetrazoliumsalzes WST-1 zu  
Formazan. Das Enzym Succinat-Tetrazolium-Reduktase (=RS)  
spaltet das Tetrazolium-Salz WST1 in einer Reduktionsreaktion  
zum Tetrazolam-(Formazan)-Farbstoff; EC=  
Elektronenaufnehmer (übernommen aus Roche Applied Science,  
Februar 2011).       32 
 
Abbildung 2 Modifizierte Neubauer Zählkammer zur Bestimmung der  
Zellzahl; die Platte besteht aus zwei breiten Außenfeldern und drei  
schmalen Innenfeldern. Im mittleren Innenfeld befindet sich der  
Mittelsteg, in diesen sind zwei Zählnetze eingraviert (Baussmerth  
2014).         34
   
Abbildung 3 Aufbau des Zählfeldes, das Zählnetz besteht aus neun großen  
Quadraten mit je 1mm Seitenlänge. Die vier in den Ecken 
liegenden Großquadrate bestehen aus je 16 Quadraten mit 0,25 
mm Seitenlänge. Das mittige Großquadrat besteht aus 25 
Gruppenquadraten mit je 0,2 mm Seitenlänge. Die 
Anhang   
 96 
Gruppenquadrate wiederum bestehen aus 16 Kleinstquadraten 
mit je 0,05 mm Seitenlänge (übernommen aus P+W 
Medizintechnik 2012).      34 
 
Abbildung 4 Funktionsprinzip des ELISAs zum Nachweis von 
Hyaluronsäure. Ein Antikörper, der gegen die gesuchte 
Hyaluronsäure gerichtet ist, wird am Boden der Mikrotiter-Platte 
gebunden. Die Hyaluronsäure (=Antigen) wird vom Antikörper 
gebunden. Es bildet sich ein Komplex aus Antikörper und Antigen. 
Ein zweiter gegen die Hyaluronsäure gerichteter Antikörper 
(=Detektionsantikörper), welcher mit einem Enzym 
(=Rezeptorenzym) gekoppelt ist, wird zugegeben. Das Enzym 
aktiviert durch Spaltung einen Farbstoff. Durch Messung der 
Absorption kann die gesuchte Hyaluronsäure quantifiziert werden 
(Hessling 2016).       45 
 
Abbildung 5 Funktionsprinzip RayBiotech ELISA. Aus nachzuweisender 
Substanz und oberflächengebundenem Antikörper bildet sich ein 
Antikörper-Zytokin-Komplex, dieser bindet an einen Biotin-
gekoppelten Antikörper. Durch Inkubation mit Streptavidin als 
Substrat für das gekoppelte Enzym ist die Nachweisreaktion 
möglich (übernommen aus RayBiotech, 2001-2019).  51 
 
Abbildung 6 Kubische Wachstumskurve PDL-hTERT Zellen über einen 
Zeitraum von 12 Tagen. Die y-Achse zeigt die Absorption (nm), 
die x-Achse die Zeit (Tage), das maximale Zellwachstum wird 
nach 6-7 Tagen erreicht.      55  
 
Abbildung 7 Kubische Wachstumskurve hMSC Zellen über einen  
Zeitraum von 14 Tagen. Die y-Achse zeigt die Absorption (nm), 
die x-Achse die Zeit (Tage), das maximale Zellwachstum wird 
nach 5-7 Tagen erreicht.       56 
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Abbildung 8  Darstellung der WST-1 Absorption der hMSC Zellen bei 
ungewaschenen Membranen. Die y-Achse zeigt die Mittelwerte 
der WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±), die x-
Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-NW, BM-NW, DM-
NW, OG-NW, OX-NW) sowie die Kontrolle (Ctr-NW). Statistisch 
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind mit * markiert 
(p=0,05). Alle ungewaschenen Membranen haben im Vergleich 
zur Kontrolle eine stimulierende Wirkung auf die Zellproliferation 
von hMSC Zellen.       58 
 
Abbildung 9   Darstellung der WST-1 Absorption der hMSC Zellen bei  
gewaschenen Membranen. Die y-Achse zeigt die Mittelwerte der  
WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±), die x-Achse  
zeigt die untersuchten Membranen (BG-W, BM-W, DM-W,  
OG-W, OX-W) sowie die Kontrolle (Ctr-W). Es gibt keinen  
statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (p=1).  
Gewaschene DynaMatrix- und OssixPlus Membranen (DM-W,  
OX-W) zeigen im Vergleich zur Kontrolle eine  
wachstumsstimulierende Wirkung auf hMSC Zellen, an BioGide-  
und OsseoGuard Membanen wurde ein geringeres Zellwachstum  
als an der Kontrolle festgestellt.     60
          
Abbildung 10 Darstellung der WST-1 Absorption im Eluat von adhärenten 
 und nicht adhärenten hMSC Zellen. Die y-Achse zeigt die  
Mittelwerte der WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±),  
die x-Achse zeigt das Eluat von adhärenten und nicht adhärenten  
Zellen der untersuchten Membranen (BG, BM, DM, OG, OX)  
sowie die Kontrolle (Ctr). Statistisch signifikante Unterschiede zur  
Kontrollgruppe sind mit * markiert (p=0,05).   62 
 
Abbildung 11 Darstellung der WST-1 Absorption der PDL-hTERT Zellen 
bei ungewaschenen Membranen. Die y-Achse zeigt die  
Mittelwerte der WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±),  
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die x-Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-UW, BM-UW,  
DM-UW, OG-UW, OX-UW) sowie die Kontrolle (Ctr-UW).  
Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind mit *  
markiert (p=0,05). An allen ungewaschenen Membranen wurde  
ein geringeres Zellwachstum der PDL-hTERT Zellen festgestellt  
als an der Kontrolle.       64 
 
Abbildung 12 Darstellung der WST-1 Absorption der PDL-hTERT Zellen 
bei gewaschenen Membranen. Die y-Achse zeigt die  
Mittelwerte der WST-1 Absorption und Standardabweichungen (±),  
die x-Achse zeigt die untersuchten Membranen (BG-W, BM-W,  
DM-W, OG-W, OX-W) sowie die Kontrolle (Ctr-W).  
Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind mit *  
markiert (p=0,05). An gewaschenen BioMend- und OsseoGuard 
Membranen (BM-W, OG-W) wurde ein geringeres Zellwachstum 
als an der Kontrolle festgestellt. Das Wachstum der PDL-hTERTs 
an BioGide- und OssixPlus Membranen (BG-W, OX-W) ist 
vergleichbar mit dem Wachstum an der Kontrolle, wobei ein Trend 
zur Zytotoxizität zu erkennen ist. An DynaMatrix Membranen (DM-
W) ist das Zellwachstum größer als an der Kontrolle.  66 
  
Abbildung 13 Inverse Konzentrationskurve zur Bestimmung der  
Konzentration der freigesetzten Hyaluronsäure. Die y-Achse zeigt 
die Konzentration (ng/ml), die x-Achse die Absorption.  69 
 
Abbildung 14 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im  
Eluat der ersten OssixPlus Membran. Die y-Achse zeigt die 
Konzentration der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BMP-4, b-NGF, 
EGF R, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, NT-3, PDGF-AA, SCF, 
TGFa, TGFb.        70 
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Abbildung 15 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
zweiten OssixPlus Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration 
der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, bFGF, 
BMP-4, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, GDF-15, GH, HB-EGF, 
IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, MCF R, NT-3, 
NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3.   71 
 
Abbildung 16 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
ersten DynaMatrix Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration 
der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, bFGF, 
BMP-4, b-NGF, EGF R, GDF 15, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, 
NT-3, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3.   72 
 
Abbildung 17 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
zweiten DynaMatrix Membran. Die y-Achse zeigt die 
Konzentration der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, bFGF, 
BMP-4, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, 
NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3.  73 
 
Abbildung 18 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
ersten BioMend Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration 
der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, 
BMP-5, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, FGF-4, GDF-15, GDNF, GH, 
HB-EGF, HGF, IGFBP-1, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, Insulin, 
NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3.  74 
 
Abbildung 19 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
zweiten BioMend Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration 
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der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, 
b-NGF, EGF R, EG-VEGF, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-2, IGFBP-3, 
IGFBP-4, IGFBP-6, IGF-I, MCF R, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, 
TGF und TGF3.       75 
 
Abbildung 20 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
ersten BioGide Membran. Die y-Achse zeigt die Konzentration der 
Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, 
BMP-5, b-NGF, EGF R, EG-VEGF, FGF-4, GDF-15, GH, HB-EGF, 
IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6, MCF R, NT-3, NT-4, 
PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3.    76 
 
Abbildung 21 Konzentration der untersuchten Wachstumsfaktoren im Eluat der 
zweiten BioGide Membran . Die y-Achse zeigt die Konzentration 
der Faktoren (pg/μg), die x-Achse die untersuchten 
Wachstumsfaktoren. Nachgewiesen wurden: AR, BDNF, BMP-4, 
BMP-5, b-NGF, EGF R, GDF-15, HB-EGF, IGFBP-3, IGFBP-4, 
IGFBP-6, Insulin, NT-3, NT-4, PDGF-AA, SCF, TGF und TGF3.
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